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Les prostaglandines sont des médiateurs lipidiques impliqués dans de nombreux 
processus physiologiques et pathologiques. De récentes évidences dans la littérature ainsi que 
de notre laboratoire ont fait ressortir le fait que la PGD2 pourrait être impliquée dans le contrôle 
du métabolisme osseux. Mes travaux de doctorat ont été effectués selon cette hypothèse et ont 
déterminé l’effet de la PGD2 sur la différenciation des cellules souches mésenchymateuses et des 
précurseurs ostéoclastiques, en plus d’étudier le rôle de cette prostaglandine dans la réparation 
des fractures chez l’homme. De plus, j’ai étudié l’internalisation et la désensibilisation des 
récepteurs de la PGD2, DP et CRTH2. 
D’un point de vue moléculaire, mes résultats démontrent un patron d’internalisation et 
désensibilisation différent pour les 2 récepteurs de la PGD2. Bien que la cinétique 
d’internalisation de ces récepteurs soit la même, l’internalisation de DP est régulée par les 
arrestines 2 et 3, la GRK2 et la PKC, alors que l’arrestine 3, les GRK2, 5 et 6, PKC et PKA régulent 
celle de CRTH2. L’internalisation de DP et CRTH2 est réduite par la co-expression de Rab4 et 
Rab11 respectivement, ce qui suggère des systèmes de recyclage différents. En analysant la 
signalisation de ces récepteurs, nous avons découvert que la GRK2 régule la signalisation de DP, 
alors que les 3 GRKs étudiées, soient les GRK2, 5 et 6 régulent la signalisation de CRTH2. 
Nous avons également démontré que les récepteurs de la PGD2 ont des effets différents 
sur la différenciation des CSMs humaines. En effet, la différenciation adipocytaire est augmentée 
de façon significative par la PGD2 et cet effet est dû à l’activation du récepteur PPAR-γ par un 
métabolite de la PGD2. L’activation du récepteur DP diminue l’adipogenèse alors que CRTH2 n’y 
joue pas de rôle significatif. Cependant, CRTH2 augmente significativement la différenciation des 
CSM en ostéoblastes, alors que l’activation de DP l’inhibe. 
Mes travaux ont montré que la PGD2 module l’ostéoclastogenèse et la résorption 
osseuse en abaissant l’expression de gènes impliqués dans celles-ci. En effet, les gènes NFATC1, 
RANK et CathK sont fortement régulés à la baisse par l’activation des récepteurs de la PGD2. 
Pour terminer, nous avons identifié l’axe de la PGD2 comme étant important lors du 
remodelage osseux chez l’homme. En comparant une cohorte de patients ayant une fracture 
osseuse à des contrôles, nous avons découvert que la production de PGD2 et l’expression d’une 
de ses synthétases sont significativement plus élevées que chez les contrôles. Parallèlement, la 
production de PGE2 ne diffère pas entre les groupes indiquant que l’augmentation de PGD2 n’est 
pas due à l’inflammation non spécifique causée par la fracture. De plus, l’augmentation de 
synthèse de PGD2 corrèle avec l’augmentation de la BAP, un marqueur clinique de formation 
osseuse. 
J’ai donc démontré que la PGD2, par l’entremise de l’activation de CRTH2, est un 
médiateur lipidique important pour la physiologie osseuse et que son activation pourrait 





Le corps humain est composé de 11 principaux systèmes d’organes qui remplissent les 
fonctions de barrière et protection (système tégumentaire), support et mouvement (systèmes 
squelettique et musculaire), intégration et coordination (systèmes nerveux et endocrine), 
transport (systèmes cardiovasculaire et lymphatique), absorption et excrétion (système digestif, 
respiratoire et urinaire) et reproduction (système reproducteur). Ces systèmes interagissent 
entre eux de façon très coordonnée. 
1.1. LES OS 
Le système squelettique est composé de 206 os à l’âge adulte. Le squelette axial qui entoure les 
organes internes comprend 126 os tandis que le squelette appendiculaire (membres supérieurs 
et inférieurs) en possède 74 et le système auditoire en compte six. Le système squelettique joue 
plusieurs rôles essentiels pour l’organisme, dont support et protection pour les organes mous, 
maintien de l’homéostasie minérale et de la balance acide-base, réservoir de facteurs de 
croissance et cytokines, et lieu de l’hématopoïèse. Il permet aussi, de concert avec le système 
musculaire, les mouvements corporels. Il y a quatre catégories principales d’os, soit les os longs 
(ex : tibia, fémur, humérus), les os courts (ex : os carpiens et tarsiens), les os plats comme le 
crâne, les clavicules, les côtes et le sternum, et les os irréguliers tels les vertèbres, le sacrum et le 
coccyx. Les os longs sont composés d’une région centrale creuse, la diaphyse, avec de chaque 
côté de structures de forme légèrement conique appelées métaphyses ; ils se terminent par les 
épiphyses, les extrémités plus rondes au-delà des plaques de croissance (Figure 1). La diaphyse 







Figure 1 : Représentation graphique des principales composantes anatomiques d’un os long. 




une mince coquille d’os cortical qui recouvre l’os trabéculaire. L’os cortical est résistant et très 
dense, avec seulement de 5 % de porosité, ce qui lui permet de conférer la rigidité structurelle 
aux os (Figure 2). L’os cortical se présente sous forme d’ostéons, des structures tubulaires 
concentriques d’environ 35 µm de diamètre construites autour des vaisseaux sanguins et des 
nerfs qui alimentent l’os (BILEZIKIAN et al. 2001). Ces structures sont aussi connues sous de 
canaux de Havers. Ces canaux sont interreliés par des canaux transversaux appelés canaux de 
Volkmann. Le corps humain contient en moyenne 21 millions de canaux de Hanvers (CLARKE 
2008). L’os cortical a deux surfaces, une interne appelée endostale, et une externe, la périostale. 
Cette dernière est principalement impliquée dans la croissance des os et dans la réparation des 
fractures osseuses. Étant donné que la surface périostale subit plus de formation que de 
résorption osseuse, sa surface augmente avec les années, ce qui mène à la formation d’os plus 
larges. Les taux de remodelage osseux, c’est-à-dire le couplage de la formation et de la 
résorption osseuse, sont plus élevés sur la surface corticale endostale que périostale, et ce, 
probablement dû au fait d’une plus grande tension biomécanique ou d’une exposition plus 
grande aux cytokines et facteurs de croissance produits par la moelle osseuse contenue à 
l’intérieur de l’os. 
L’os trabéculaire est également composé d’ostéons dont la composition minérale et 
protéique ressemble à l’os cortical, cependant son organisation spatiale est différente. En effet, 
les trabécules osseuses forment un réseau de tiges de 50 à 400 µm d’épaisseur interconnectées 
entre elles  (ERIKSEN et al. 1994). L’os trabéculaire est beaucoup plus poreux que l’os cortical. 
Son indice de porosité est d’environ 75 %, tandis que sa surface totale est deux fois plus grande 
que celle de l’os cortical. Cette grande surface osseuse fait de l’os cortical la matrice osseuse 















Le ratio os cortical/trabéculaire change selon les différents os. Par exemple, près des 
articulations, les forces appliquées peuvent provenir de différents angles, alors l’os trabéculaire 
se développe majoritairement sous forme d’arches interelliées (BLAIR et al. 2008). À ces 
endroits, la tête fémorale par exemple, ce ratio est de 50:50, alors qu’au centre des os longs, l’os 
trabéculaire est pratiquement absent, ce qui favorise un os cortical dense avec la capacité de 
supporter de lourdes charges (ex : la diaphyse radiale a un ratio de 95:5). Au niveau des 
vertèbres, ce ratio est de 25:75 et les trabécules osseuses sont orientées dans l’axe de la colonne 
avec quelques liens croisés orthogonaux, ce qui produit une matrice rigide, mais légère (CLARKE 
2008). Ces différences fondamentales en composition osseuse font des sites dont le ratio est le 
plus faible, tels que les vertèbres et la tête fémorale, des sites où la résorption osseuse est plus 
importante en certaines conditions pathologiques telles que l’ostéoporose (BILEZIKIAN et al. 
2001). 
Du point de vue cellulaire, l’os est peuplé par les ostéoblastes, cellules responsables de la 
formation de l’os, les ostéocytes, des ostéoblastes emprisonnés dans la matrice osseuse et par 
les ostéoclastes, les cellules responsables de la dégradation osseuse. La matrice osseuse, qui est 
synthétisée et minéralisée par les ostéoblastes, comprend deux portions distinctes, une 
organique et une minérale. La portion organique des os est constituée principalement de 
protéines collagéniques, telles que le collagène de type I, et de protéines non collagéniques. Ce 
sujet sera expliqué en détail dans la section sur le métabolisme des ostéoblastes. 
L’os est également composé de deux types de moelle osseuse que l’on retrouve à 
l’intérieur de celui-ci. La moelle jaune se retrouve dans la diaphyse des os longs, tandis que la 
moelle rouge est située dans les extrémités, les épiphyses. La moelle jaune est principalement 
composée de cellules graisseuses et est très peu vascularisée, tandis que la moelle rouge est très 
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fortement irriguée par les vaisseaux sanguins, ce qui lui confère sa couleur particulière. La moelle 
rouge est le principal site de l’hématopoïèse, la formation des cellules sanguines. En effet, la 
moelle rouge regorge de cellules souches hématopoïétiques (CSH) qui, selon les stimuli auxquels 
elles sont soumises, vont se différencier afin de former les érythrocytes, les mégacaryocytes qui 
formeront les plaquettes, ainsi qu’en tous les types de leucocytes, soit en lymphocytes T et B, 
éosinophiles, neutrophiles, basophiles/mastocytes, et en la lignée monocytes/macrophages/ 
cellules dendritiques (Figure 3). Les ostéoclastes sont aussi issus de la différenciation terminale 
de monocytes. La section 1.5.A traitera de la différenciation ostéoclastique plus en détail. 
Le stroma de la moelle osseuse est considéré comme un cadre structurel pour supporter 
les cellules souches progénitrices et hématopoïétiques présentes dans la moelle. Il consiste en 
une population hétérogène de cellules non impliquées dans l’hématopoïèse, les cellules 
endothéliales, fibroblastes, adipocytes et les cellules ostéoprogénitrices. Une sous-population 
stromale adhérente a été caractérisée avec une capacité de s’autorenouveler et de se 
différencier en os, cartilage, muscle, tendons et tissus adipeux. Ces cellules sont les cellules 
souches mésenchymateuses. 
 
1.2. LES CELLULES SOUCHES MÉSENCHYMATEUSES 
Les cellules souches mésenchymateuses (CSMs) ont été découvertes il y a plus de 40 ans, 
alors que des expériences de transplantation sous-cutanée de cellules de moelle osseuse de 
cobaye ont démontré la formation hétérotopique de tissus osseux (FRIEDENSTEIN 1962). À 








Figure 3. Différenciation des cellules souches hématopoïétiques. (Adapté de "Hematopoiesis 




Les CSEs sont multipotentes, elles ont donc la capacité de se différencier en tout type de cellules 
formant le corps humain, et ce, selon les stimuli auxquels elles sont soumises. L’International 
Society for Cellular Therapy (ISCT) a décrété les critères minimums pour la caractérisation des 
cellules souches mésenchymateuses (DOMINICI et al. 2006). Ces dernières sont reconnues par 
leur capacité d’adhérer au plastique en condition normale de culture, par leur expression de 
certaines molécules de surface (Tableau 1) et par leur capacité de se différencier en 
ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes (Figure 4). 
Les CSMs ont la capacité de sécréter une panoplie de facteurs de croissance et de 
cytokines qui vont avoir des actions autocrines et paracrines. Ces médiateurs comprennent entre 
autres le VEGF, le SCF-1, le LIF, les G-, M- et GM-CSF, les interleukines-1, -6, -7, -11, -14 et -15, le 
SDF-1, et le ligand Flt-3 (ZHAO 2013). 
 
1.2.A. LA DIFFÉRENCIATION DES CSMS 
Les CSMs sont pluripotentes, ce qui, par définition, leur confère la capacité de se 
différencier en un nombre restreint de phénotypes cellulaires terminaux. Dans leur 
environnement physiologique, les CSMs humaines ont la capacité de se différencier en 
ostéoblastes, chondrocytes, adipocytes et cellules stromales (ZHAO 2013). Cependant, lorsque 
leur différenciation s’effectue in vitro, en plus de ces trois phénotypes principaux, elles peuvent 
donner naissance à des myoblastes et des cellules neuronales. La différenciation des CSMs est 
régulée de différentes façons. Les prochaines sections traiteront principalement de la 




Tableau 1. Marqueurs de surface des cellules souches mésenchymateuses humaines a 
Marqueur Description Distribution principale Phénotype 
des CSM 
CD14 Récepteur des lipopolysaccharides (LPS) Macrophages, Neutrophiles Cellules dendritiques 
- 
CD29 Récepteur à la fibronectine, intégrine β1 
Cellules impliquées dans 
l’embryogenèse, réponse 
immune et réparation tissulaire 
+ 
CD34 Glycoprotéine membranaire, molécule d’adhésion 
cellule-cellule 




Famille de glycoprotéines transmembranaires de 
type I, récepteur pour l’acide hyaluronique, ligand 
des E- et L-sélectines 
Cellules d’origine 
mésodermales (CSHs, CSMs) 
+ 
CD45 Protein Tyrosine Phosphatase Receptor type C 
(PTPRC), Leukocyte common antigen (LCA) 
Cellules hématopoïétiques sauf 
érythrocytes et cellules 
plasmatiques 
- 
CD73 Ecto-5’–nucleotidase Lymphocytes + 
CD79 MB-1, chaine α de la protéine associée au 
complexe des récepteurs des lymphocytes B Lymphocytes B 
- 
CD90 Thy-1 (THYmocyte differentiation antigen 1) Thymocytes, cellules endothelliales, SCMs 
+ 
CD105 Endogline, protéine membranaire du complexe du 




Cellules musculaires lisses 
+ 























Figure 4. Différenciation des cellules souches mésenchymateuses. Différenciation d’une cellule 
souche mésenchymateuse en myocyte, adipocyte, chondrocyte ou ostéoblaste, avec l’expression 
de différents facteurs de transcription et protéines servant de marqueurs de différenciation. 




1.3. LES ADIPOCYTES 
Les adipocytes sont les cellules graisseuses des organismes vivants. Il s’agit de cellules 
spécialisées qui ont la capacité de synthétiser des acides gras (lipogenèse), de les entreposer 
durant les périodes de grand approvisionnement calorique sans affecter leur métabolisme 
cellulaire, et de les rendre disponibles par la lipolyse lors d’un déficit calorique (FONSECA-ALANIZ 
et al. 2007). Le métabolisme des adipocytes est principalement contrôlé par le système nerveux 
autonome. En effet, le système sympathique promeut la lipolyse par une stimulation β-
adrénergique qui active l’enzyme « lipase sensible aux hormones » (HSL) (PENICAUD et al. 2000), 
ce qui active la β-oxydation des acides gras et la production d’énergie dans la cellule. Le système 
parasympathique contrôle quant à lui l’anabolisme des acides gras en augmentant la production 
d’insuline et la captation de glucose et des acides gras (KREIER et al. 2002). 
Les adipocytes blancs, les plus abondants chez l’adulte, composent le tissu adipeux blanc, 
soit les réserves énergétiques excessives. Chez les humains, le tissu adipeux blanc est dispersé 
dans le corps, principalement au niveau intraabdominal, et de façon sous-cutanée au niveau des 
fesses, cuisses et de l’abdomen (GESTA et al. 2007). Le tissu adipeux blanc se retrouve aussi au 
niveau de l’espace rétroorbital, du visage, des extrémités et dans la cavité de la diaphyse des os 
longs où il forme la moelle jaune. Les adipocytes blancs ont un cytoplasme entièrement composé 
d’une seule goutte lipidique de triglycérides, qui compte pour 85-90 % de leur volume 
(FONSECA-ALANIZ et al. 2007). Le tissu adipeux peut aussi être qualifié de brun, lorsqu’il est 
composé d’adipocytes bruns. Le tissu adipeux brun est situé dans la région interscapulaire des 
petits mammifères et des nouveau-nés. Ces adipocytes contiennent de nombreuses petites 
gouttes lipidiques et sont remplis de mitochondries. Ces dernières sont très riches en 
cytochromes, ce qui confère la couleur brune à ces cellules. Les adipocytes bruns participent à la 
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thermorégulation de l’organisme en oxydant les lipides qu’ils contiennent afin de produire de la 
chaleur (CANNON et NEDERGAARD 2004). Chez l’homme, le tissu adipeux brun, bien 
qu’abondant à la naissance, est en majeure partie remplacé par le tissu adipeux blanc lors de la 
croissance. Cependant, des adipocytes bruns peuvent être retrouvés dans le tissu adipeux blanc 
chez les adultes (COUSIN et al. 1992), et est distribué surtout autour du système vasculaire et au-
dessus des clavicules (SACKS et SYMONDS 2013).  
 
1.3.A. LA DIFFÉRENCIATION ADIPOCYTAIRE 
La différenciation du tissu adipeux est connue sous le nom d’adipogenèse. Cette 
différenciation s’effectue à partir de précurseurs souches mésenchymateux et est régulée de 
façon complexe par certains facteurs de transcription adipogéniques tels que PPAR-γ, SREBP-1c 
et C/EBP (TAKADA et al. 2009). Certains signaux hormonaux et nutritionnels régulent aussi 
l’adipogenèse, soit de façon positive ou négative, tandis que les contacts cellule-cellule et les 
interactions avec la matrice extracellulaire sont aussi très importants pour cette différenciation 
(GREGOIRE et al. 1998). La formation des adipocytes s’effectue en quatre principales étapes, soit 
l’arrêt de la prolifération cellulaire, l’expansion clonale, les changements précoces d’expression 
génique et finalement la différenciation terminale (GREGOIRE et al. 1998). Il est cependant à 
noter que ces étapes ne s’effectuent pas séquentiellement l’une après l’autre, mais bien en se 
chevauchant, ce qui ajoute à la complexité de la différenciation adipocytaire. 
Premièrement, les précurseurs adipocytaires doivent arrêter leur prolifération. Cet arrêt 
du cycle cellulaire est essentiel au commencement de la différenciation, mais il semble que la 
surconfluence des cultures et le contact cellule - cellule ne sont pas nécessaires comme éléments 
déclencheurs de l’arrêt de la croissance. En effet, il est démontré dans la littérature que des 
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préadipocytes de rat peuvent se différencier s’ils sont cultivés à faible densité, mais dans un 
milieu sans sérum (GREGOIRE et al. 1998). L’activation des facteurs de transcription PPAR-γ et 
C/EBP-α est impliquée dans l’arrêt de la croissance, et ce, par l’activation de transcription de 
gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire tel que E2F/DP-1 et p21/SDI-1 (TIMCHENKO 
et al. 1996, ALTIOK et al. 1997). 
En second lieu, l’expansion clonale se produit. Il a été démontré que chez les 
préadipocytes, au moins un cycle de réplication de l’ADN et de doublage cellulaire a lieu. Chez les 
cellules fibroblastiques 3T3-F44A et les Ob17, une augmentation de la synthèse d’ADN précède 
l’expression des marqueurs adipocytaires et le blocage de la synthèse d’ADN inhibe la formation 
des adipocytes (KURI-HARCUCH et MARSCH-MORENO 1983, ALTIOK et al. 1997). Ceci semble 
être vrai uniquement pour les lignées cellulaires, car chez les préadipocytes humains dérivés de 
tissus adipeux, l’utilisation d’inhibiteurs de mitose telle la cytosine arabinoside n’interfère pas 
avec le développement adipocytaire (ENTENMANN et HAUNER 1996). 
Par la suite, les préadipocytes vont commencer à exprimer les gènes adipocytaires qui 
leur sont propres. Le premier signe de différenciation adipocytaire est l’expression du gène de la 
lipoprotéine lipase, la lpl  (IBRAHIMI et al. 1993, CORNELIUS et al. 1994, GREGOIRE et al. 1995, 
MACDOUGALD et LANE 1995, AILHAUD 1996). Cette enzyme joue un rôle majeur dans le 
contrôle de l’accumulation de lipides dans la cellule (CRYER 1981, GOLDBERG 1996). Cependant, 
l’expression de ce gène n’est pas restreinte aux adipocytes, car les descendants des cellules 
mésenchymateuses ainsi que les cellules cardiaques et les macrophages peuvent aussi l’exprimer 
(CRYER et al. 1984, TENGKU-MUHAMMAD et al. 1996). Il y a donc d’autres gènes qui sont 
importants pour la différenciation adipocytaire. Parmi ceux-ci, les familles de facteurs de 
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transcription PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors) et C/EBPs (CCAAT-enhancer-
binding proteins) sont les plus importants. 
Le récepteur PPAR-γ est le principal facteur de transcription impliqué dans la 
différenciation adipocytaire (TONTONOZ et al. 1994a, GERHOLD et al. 2002, LEHRKE et LAZAR 
2005, ALMALKI et AGRAWAL 2016). Il existe deux isoformes de PPAR-γ, soit PPAR-γ1 qui est 
exprimé de façon ubiquitaire, et PPAR-γ2 qui est exprimé principalement dans les tissus adipeux 
et qui contient une extension de 28 acides aminés en portion N-terminale chez l’humain 
(TONTONOZ et al. 1994b). Bien que très faible chez les précurseurs adipocytaires, l’expression de 
PPAR-γ augmente radicalement aussitôt que les préadipocytes entrent en différenciation 
(GREGOIRE et al. 1998). Suivant son activation, PPAR-γ hétérodimérise avec le récepteur X 
rétinoïque-α (RXR-α) et le complexe lie ses séquences cibles sur les promoteurs des gènes 
adipocytaires (LENHARD 2001). Il a récemment été décrit dans la littérature que l’activation de 
PPAR-γ ne stimule pas uniquement la différenciation des préadipocytes résidents des tissus 
adipeux, mais aussi la mobilisation des précurseurs adipocytaires circulants et leur 
différenciation subséquente (CROSSNO et al. 2006, HAUSMAN et HAUSMAN 2006). L’expression 
et activation de PPAR-γ est capable à elle seule d’induire la différenciation de fibroblastes en 
adipocytes, démontrant son rôle essentiel dans ce processus (HU et al. 1995, TONTONOZ et al. 
1995, ALTIOK et al. 1997). 
Les membres de la famille de facteurs de transcription de C/EBPs (α, β et δ) ont été les 
premiers à être répertoriés comme étant impliqués dans la différenciation adipocytaire 
(GREGOIRE et al. 1998). L’activation des C/EBPs permet d’augmenter l’expression de PPAR- γ 
chez les fibroblastes, ce qui permet leur différenciation en adipocytes (WU et al. 1995). Ceci est 
possible grâce à la présence de deux sites de liaison de C/EBP sur le promoteur de PPAR- γ2  (ZHU 
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et al. 1995). Les C/EBP-β et -δ sont fortement induits de façon transitoire lors de la 
différenciation des adipocytes. En effet, leurs expressions diminuent pour laisser place à 
l’expression de C/EBP-α (CAO et al. 1991, YEH et al. 1995). Bien que non spécifique aux 
adipocytes, l’isoforme C/EBP-α est fortement exprimé avant l’expression de différents gènes 
spécifiques aux adipocytes (MACDOUGALD et LANE 1995, BRUN et al. 1996, LANE et al. 1996). 
L’importance de C/EBP-α dans la phase terminale de l’adipogenèse a été confirmée par la 
génération de souris nulle pour ce gène. Ces souris ont un phénotype particulier, car même si les 
adipocytes sont présents chez ces animaux, ils accumulent moins de lipides et expriment 
faiblement les gènes spécifiques aux adipocytes matures (WANG et al. 1995). 
C’est durant les derniers instants de leur différenciation que les adipocytes acquièrent 
leur sensibilité à l’insuline et que leur capacité de lipogenèse augmente radicalement. En effet, il 
y a une augmentation considérable, de 10 à 100 fois, des niveaux d’expression d’ARNm, de 
protéine, de même que de l’activité des enzymes impliquées dans le métabolisme du 
triacylglycérol, tels que l’acétyl-CoA carboxylase, la glycérol-3-phosphate déshydrogénase, la 
« fatty acid synthase », et la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, pour ne citer que 
celles-ci (SPIEGELMAN et al. 1983, PAULAUSKIS et SUL 1988, WEINER et al. 1989). L’expression 
de transporteurs du glucose et du récepteur à l’insuline augmente également, ce qui contribue à 
la sensibilité à l’insuline des adipocytes (GARCIA DE HERREROS et BIRNBAUM 1989). La 
différenciation adipocytaire terminale permet aussi aux adipocytes de sécréter diverses 
molécules spécifiques ayant des effets auto-, para- et endocrines appelées adipokines, ainsi que 
des cytokines pro- et anti-inflammatoires (Tableau 2), et ce, selon le statut physiologique de 
l’organisme (VERRETH et al. 2004). Parmi les adipokines, les plus étudiées sont la leptine, 
l’adiponectine, la résistine et le Pref-1 (GREGOIRE et al. 1998). 
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Tableau 2. Adipokines et cytokines sécrétées par les adipocytes humains a 
Molécules Effets métaboliques 
Adipokines  
Leptine Signal de satiété ; stimule la lipolyse ; inhibe la lipogenèse ; augmente la sensibilité à 
l’insuline ; augmente le métabolisme du glucose ; stimule l’oxydation des acides gras 
Adiponectine 
Augmente l’oxydation des acides gras accompagnée d’une réduction des niveaux 
plasmatiques d’acides gras ; diminue les niveaux plasmatiques de glucose ; augmente 
la sensibilité à l’insuline ; anti-inflammatoire 
Résistine 
Promeus la résistance à l’insuline systémique chez la souris ; induis une sévère 
résistance hépatique à l’insuline et augmente les taux de production de glucose chez 
le rat ; fonctions controversées chez l’humain 
Pref-1 Inhibe l’adipogenèse ; induis une hypertriglycéridemie 
  
Cytokines  
TNF-α Induis la résistance à l’insuline et augmente la lipolyse des adipocytes ; diminue 
l’expression de l’adiponectine et augmente celle de l’IL-6 
IL-6 Diminue la signalisation de l’insuline et de la leptine ; lié à la résistance à l’insuline 
TGF- β Niveaux circulants augmentés dans l’obésité 
IL-10 Niveaux circulants augmentés dans l’obésité 
 





1.3.B. RÉGULATION DE LA DIFFÉRENCIATION ADIPOCYTAIRE 
La différenciation adipocytaire est un phénomène complexe où une variété d’hormones 
et facteurs de croissance transmettent leurs signaux par l’activation de récepteurs et voies de 
signalisation intracellulaires afin de réguler l’adipogenèse. 
L’hormone de croissance (GH ; growth hormone) a été démontrée pour être essentielle à 
la différenciation adipocytaire, principalement due au fait qu’elle sensibilise les cellules aux 
effets mitogéniques de l’IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) (CORIN et al. 1990, GULLER et al. 
1991, HU et al. 2015). La GH augmente aussi la différenciation adipocytaire en conditions sans 
sérum (CATALIOTO et al. 1992). De plus, la GH stimule la transcription de l’IGF-1 qui peut par la 
suite agir de façon autocrine pour aider à la formation des adipocytes (KAMAI et al. 1996). 
Le rôle de l’IGF-1 dans la maturation des adipocytes est incontestable. En effet, il a été 
démontré que l’IGF-1 possède des actions concentration dépendantes sur la différenciation des 
cellules préadipocytes 3T3-L1 (SMITH et al. 1988, SCHMIDT et al. 1990). Afin d’être 
complètement efficace, l’IGF-1 a besoin de protéines adaptatrices, les IGFBPs (IGF-binding 
proteins). De nombreux exemples sont rapportés dans la littérature où des préadipocytes 
primaires ou issus de lignées cellulaires sécrètent des IGFBPs, ce qui démontre bien l’importance 
de cette voie de signalisation (BONEY et al. 1994, WABITSCH et al. 1995, CHEN et al. 1996, 
NGUYEN et al. 2015, YAU et al. 2015). Le récepteur de l’IGF-1 fait partie de la famille des 
récepteurs tyrosine-kinase et les événements de phosphorylation qui lui sont associés sont 
essentiels à l’adipogenèse. Des expériences ont démontré que l’activation subséquente de la 
voie de signalisation Ras-Raf est impliquée dans les actions de l’IGF-1 (PORRAS et al. 1992), mais 
sans l’implication en aval des MAPK (mitogen-activated protein kinase) (PORRAS et SANTOS 
1996, FONT DE MORA et al. 1997). Le récepteur de l’IGF-1 active aussi la voie de signalisation 
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d’Akt (Protéine kinase B ; PKB) par l’entremise de la PI3K (Phosphoinositide 3-kinase). 
L’activation d’Akt/PKB est depuis peu reconnue pour être très importante pour les effets de 
l’IGF-1 et de l’insuline sur la différenciation adipocytaire ainsi que sur le métabolisme du glucose 
par les adipocytes (KOHN et al. 1996). 
D’autres facteurs de croissance ont la capacité d’influencer l’adipogenèse. Cependant, 
ces derniers ont majoritairement des effets négatifs sur la différenciation des adipocytes. 
Comme décrit précédemment, la différenciation adipocytaire nécessite un arrêt de la croissance 
afin de permettre la différenciation. Par exemple, l’activation du récepteur de l’EGF (facteur de 
croissance épidermique) par l’EGF ou le celui du TGF-β (Transforming growth factor-beta) par ce 
dernier, inhibe l’adipogenèse dans des modèles de rat (LUETTEKE et al. 1993) et diminue de 50 % 
la masse de graisse des souris surexprimant le TGF-β (SERRERO et LEPAK 1996). Les rôles des 
facteurs de croissance bFGF (basic fibroblast growth factor) et PDGF (platelet-derived growth 
factor) sont par contre moins bien définis. Selon les modèles de cultures utilisés, le bFGF 
démontre des effets anti-adipogéniques (NAVRE et RINGOLD 1989) ou ne démontre tout 
simplement aucun effet (HAUNER et al. 1995). Quant au PDGF, il peut inhiber (NAVRE et 
RINGOLD 1989), ne pas affecter (SCHMIDT et al. 1990) ou promouvoir l’adipogenèse 
(BACHMEIER et LOFFLER 1995). 
Les membres de la famille des hormones ayant des récepteurs nucléaires peuvent aussi 
influencer l’adipogenèse. Ceux-ci comprennent les glucocorticoïdes, la 3,3’,5-triiodothyronine 
(T3) et l’acide rétinoïque (RA). Le meilleur exemple du rôle des glucocorticoïdes dans la 
différenciation adipocytaire est l’utilisation de la dexamethasone, un glucocorticoïde 
synthétique, dans la majorité des cocktails de différenciation de lignées cellulaires ou de cellules 
primaires  (HAUNER et al. 1989, GREGOIRE et al. 1991). Il a été démontré dans les cellules 3T3-L1 
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que les glucocorticoïdes induisent l’expression de C/EBP-δ, ce qui favorise son 
hétérodimérisation avec C/EBP-β et mène à l’expression de PPAR-γ (WU et al. 1996). 
 
1.3.C. MÉTABOLISME DES ADIPOCYTES 
Les fonctions des adipocytes se séparent en deux catégories distinctes : les fonctions 
lipogéniques (biosynthèse, incorporation et entreposage des triglycérides ; TGs) et les fonctions 
lipolytiques (libération des acides gras libres et du glycérol) (FONSECA-ALANIZ et al. 2007). 
La biosynthèse des TGs nécessite la biodisponibilité du glycérol-3-phosphate (G-3-P) et 
des acides gras libres (AGLs) préalablement estérifiés avec la coenzyme A (acylCoA), qui provient 
de la biosynthèse de l’acétylCoA. Le G-3-P est le produit majeur du métabolisme du glucose, et 
ses actions sont hautement régulées par l’insuline. Premièrement, le métabolisme de l’hexose en 
G-3-P est accéléré par l’insuline (LARGE et al. 2004). En second lieu, le transport du G-3-P à 
l’intérieur de la cellule est effectué par les protéines de transport du glucose, les GLUT1 et 4, 
dont l’expression et l’activité sont régulées à la hausse par l’insuline. L’apport en AGL provient 
principalement des lipoprotéines de la circulation, qui vont subir l’action de la lipoprotéine lipase 
(lpl) dans la microcirculation du tissu adipeux. Les AGLs ainsi libérés par la lpl sont captés par les 
adipocytes à l’aide de transporteurs spécifiques. Les AGLs sont par la suite pris en charge par les 
FABPs (Fatty-acid-binding proteins ; protéines liant les AGLs) jusqu’à leur estérification avec la 
Coenzyme A par l’acylCoA synthétase. Les acylCoA sont par la suite transportés pour leur 
estérification finale avec le G-3-P et les TGs ainsi produits sont transférés dans les gouttelettes 
lipidiques des adipocytes. 
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À l’inverse, les adipocytes sont aussi capables de libérer les TGs préalablement 
entreposés dans leurs gouttelettes lipidiques. Ce métabolisme particulier s’effectue sous le 
contrôle du système sympathique, principalement lors de jeûne ou de périodes de demande 
énergétique importantes, par exemple lors d’exercices intenses ou lors d’une période de grand 
stress. L’activation du système sympathique cause une augmentation d’AMPc intracellulaire chez 
les adipocytes, entraînant par la suite l’activation de la PKA (protéine kinase A) et la 
phosphorylation de la HSL (hormone-sensitive lipase) par cette dernière. La PKA peut aussi 
phosphoryler les perilipines, les protéines qui entourent les gouttelettes lipidiques, causant leur 
migration vers le cytosol, et par conséquent l’exposition des TGs à la HSL. La HSL peut ainsi 
produire des AGLs qui utiliseront les mêmes protéines de liaison et transporteurs pour être 
expulsés hors de l’adipocyte. Le glycérol restant est aussi rejeté hors de la cellule par des 
transporteurs spécifiques de la famille des aquaglycéroporines (HIBUSE et al. 2006). 
 
1.4. LES OSTÉOBLASTES 
Les CSMs peuvent aussi, selon les stimuli rencontrés, se différencier en OBs. Les OBs sont 
les cellules osseuses responsables de la formation et de la minéralisation de la matrice osseuse. 
Ce sont des cellules hyperspécialisées qui jouent des rôles essentiels du développement 
embryonnaire jusqu’à la fin de la vie adulte. Au cours de leur différenciation, les OBs vont 
exprimer plusieurs marqueurs ostéoblastiques et une fois terminalement différenciés, 
sécréteront les constituants de la matrice osseuse et initieront sa minéralisation. Lors de cette 
étape, certains OBs demeureront dans la matrice minéralisée et deviendront des ostéocytes. Les 
ostéoblastes ont trois principales fonctions bien définies : la première est évidemment la 
formation osseuse par la synthèse et minéralisation de la matrice osseuse. La deuxième est de 
22 
 
participer à la prolifération et différenciation des CSH, et troisièmement, de participer à la 
différenciation ostéoclastique. 
 
1.4.A. LA DIFFÉRENCIATION OSTÉOBLASTIQUE 
L’ostéogenèse est caractérisée par l’engagement et la prolifération de CSM 
ostéoprogénitrices qui, après un arrêt de la multiplication cellulaire, se différencient en OBs 
fonctionnels chargés de la synthèse et de la minéralisation de la matrice osseuse. Ces différentes 
étapes de maturation sont caractérisées par une expression complexe d’une panoplie de 
marqueurs (Tableau 3) tels que le collagène de type I, la phosphatase alcaline (ALP) et d’autres 
protéines non collagéniques (AUBIN 1998). 
La première phase de la différenciation ostéoblastique est l’engagement des CSMs en 
cellules ostéoprogénitrices. Il s’agit d’une des étapes les moins bien documentées de la 
différenciation ostéoblastique (BLAIR et al. 2008). Cependant, il est connu qu’à cette étape la 
CSM va se diviser en une autre CSM pure et en une cellule ostéoprogénitrice (HUANG et al. 
2007b). Cette étape coïncide aussi avec l’expression par ces cellules d’une panoplie de 
récepteurs d’hormones et de cytokines tels que pour la parathormone (PTH), les 
prostaglandines, l’IL-11, l’IGF-I et le TGF-β (BLAIR et al. 2008). Ces cellules peuvent par la suite 
proliférer de nouveau, mais avec une plasticité réduite. Ces étapes précoces de différenciation 
sont reconnues pour être principalement sous le contrôle des protéines « Wingless-type », les 
Wnts et les protéines morphogéniques osseuses, les BMPs. Une fois que le programme de 
différenciation ostéoblastique est enclenché, les cellules ostéoprogénitrices vont commencer à 
exprimer le facteur de transcription le plus important de cette différenciation, Runx2 (BIALEK et 
al. 2004) et ce, suite à une régulation à la baisse du facteur de transcription hélice-boucle-hélice 
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Twist. Runx2 est un membre de la famille des facteurs de transcription Runx (Runt-related 
factors, aussi connus sous le nom de Core Binding Factor ; Cbfa) (WANG et al. 1996). Runx2 se lie 
à l’ADN des promoteurs de l’ostéocalcine et du collagène type IαI, ce qui en fait le marqueur 
initial de la différenciation ostéoblastique (DUCY et al. 1997). L’inhibition de l’expression de 
Runx2 provoque une absence complète de formation osseuse par les OBs, démontrant ainsi le 
rôle de Runx2 dans l’ossification endochondrale et intramembranaire (KOMORI et al. 1997). 
À l’opposé, la surexpression de Runx2 chez des cellules fibroblastiques résulte en 
l’expression de gènes ostéoblastiques (DUCY et al. 1997), tandis que sa surexpression ectopique 
chez la souris induit l’ossification de portions du squelette qui ne sont normalement pas 
minéralisées (TAKEDA et al. 2001, UETA et al. 2001). Cependant, d’autres études démontrent 
que Runx2 agit aussi comme répresseur de la maturation ostéoblastique car, lorsque actif, il 
maintient les OBs dans un état immature (ISENMANN et al. 2007). 
Un second facteur de transcription joue un rôle déterminant et essentiel dans la 
différenciation ostéoblastique. Il s’agit du facteur Ostérix (Osx), qui est le seul impliqué dans le 
développement osseux qui soit spécifique aux ostéoblastes. Osx est un facteur de transcription 
contenant trois doigts de zinc dans sa région de liaison à l’ADN, et il est reconnu pour agir en aval 
de Runx2 (NAKASHIMA et al. 2002). Tout comme Runx2, les souris nulles pour Osx ne 
démontrent aucune minéralisation osseuse (NAKASHIMA et al. 2002). Cependant, Osx doit 
former un complexe avec un facteur nucléaire des cellules T activées (NFAT), NFAT2 (KOGA et al. 
2005), pour activer la transcription de gènes ostéoblastiques tels que Col IαI, et l’ostéocalcine. 
Les cellules ostéoprogénitrices vont ensuite arrêter subitement de proliférer et 
commencer une sécrétion accrue de collagène de type IαI. À ce point, les cellules sont 
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Phosphatase alcaline - + ++ +++ - 
Ostéocalcine - - - -/+++ - 
Ostéopontine -/+ -/+ -/+ -/+++ -/+++ 
Runx2 + + ++ +++ +++ 
Ostérix - - ++ ++ ? 
Collagène type IαI - ++ ++ ++ - 
Sialoprotéine osseuse -/++ -/++ -/++ -/+++ -/+++ 
 
a : Adapté de (HUANG et al. 2007b). 
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morphologiquement matures, c’est-à-dire qu’elles ont une forme plutôt cuboïde, des appareils 
de Golgi proéminents et des réticulums endoplasmiques bien développés (HEINO et HENTUNEN 
2008). Le développement de ces organelles a pour principal but de permettre la sécrétion 
vectorielle des protéines de la matrice osseuse vers la surface osseuse (CLARKE 2008). Puis, la 
phase de maturation terminale, caractérisée par l’expression de gènes ostéoblastiques qui 
codent pour des protéines associées à la production de matrice (phosphatase alcaline, collagène 
de type I, ostéopontine, TGF-β, fibronectine), se produit et mène au début de la formation 
osseuse. 
Les OBs différenciés expriment des marqueurs tardifs de la différenciation (ostéocalcine, 
sialoprotéine osseuse) au début de la minéralisation de la matrice. Ces événements tardifs de la 
différenciation ostéoblastique sont régulés par le facteur de transcription ATF4 (activating 
transcription factor 4). Ce dernier est un substrat pour la kinase régulée par les facteurs de 
croissance, la Rsk2 (YANG et al. 2004). Un modèle murin a démontré que l’ablation d’ATF4 cause 
un retard dans la formation osseuse, le même phénotype que dans le syndrome de Coffin-Lowry 
chez l’homme, soit une diminution du nombre d’OBs, de la synthèse de collagène de type I et de 
la masse osseuse (YANG et al. 2004). 
Une fois que les OBs ont sécrété la matrice osseuse et initié sa minéralisation, plus de 
60 % d’entre eux vont mourir par apoptose (AUBIN et TURKSEN 1996). Une portion des OBs qui 
échappent à cette mort programmée va devenir des cellules recouvrant l’os (bone-lining cells). 
Les cellules qui recouvrent l’os ont comme rôle principal de réguler les échanges d’ions minéraux 
entre les os et le fluide extracellulaire. Ils jouent donc un rôle de barrière os-sang. Cependant, 
s’ils sont restimulés par certains facteurs tels que la PTH ou par des forces mécaniques, ils ont la 
capacité de se redifférencier en OBs (DOBNIG et TURNER 1995). Ces cellules peuvent aussi, 
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lorsqu’elles sont situées du côté de l’endoste, se soulever pour faire place aux ostéoclastes qui 
vont résorber l’os, créant ainsi un microenvironnement spécialisé pour le remodelage osseux 
(HAUGE et al. 2001). La seconde portion des OBs qui évitent l’apoptose, soit environ 10-20 %, va 
devenir des ostéocytes (AUBIN et TURKSEN 1996). 
 
1.4.B. LES OSTÉOCYTES 
Les ostéocytes sont en fait des ostéoblastes terminalement différenciés qui sont 
emprisonnés dans la matrice osseuse. Ils se retrouvent dans la matrice osseuse nouvellement 
sécrétée ainsi que dans celle minéralisée où ils sont confinés dans de petites lacunes osseuses. 
Ces cellules sont considérées comme les cellules « sentinelles » de l’os, car elles sont capables de 
reconnaitre des perturbations environnementales telles que les stress mécaniques, les 
microfractures et le degré de minéralisation de la matrice osseuse (NOBLE 2008). Les ostéocytes 
sont organisés en véritable réseau de communication dans la matrice osseuse, où chaque cellule 
possède de nombreuses minces extensions cytoplasmiques semblables à des dendrites qui 
communiquent avec celles des ostéocytes avoisinants à l’intérieur de fins canaux osseux appelés 
canalicules (BONEWALD 2007). Les ostéocytes humains occupent des lacunes osseuses de 5 à 20 
µm et ont un espace tampon entre ces lacunes et leur membrane cytoplasmique. Cet espace est 
aussi retrouvé au niveau des extensions cytoplasmiques qui occupent environ la moitié des 50 à 
100 nm de diamètre des canalicules (MULLENDER et al. 1996). La communication entre les 
ostéocytes s’effectue par des jonctions communicantes (gap junctions). Le système ostéocytaire 
de communication est considéré comme le plus efficace système de transmission de signaux 
métaboliques sur de longues distances (LAUGHLIN et al. 1998). En effet, bien qu’il représente 
seulement 1 % du volume de l’os, le système de lacunes-canalicules possède une énorme surface 
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pour les échanges moléculaires avec plus de 1000 m2 de surface, comparé à 3 m2 pour le 
système des canaux d’Havers et de Volkmann et 9 m2 pour les trabécules osseuses (JOHNSON et 
MITCHELL 1966). Ce système élaboré de communication sert très bien les ostéocytes dans leurs 
fonctions. En effet, ces cellules jouent un rôle central dans le contrôle de la formation et de la 
résorption osseuse. Les ostéocytes sont capables de diriger les ostéoclastes vers les sites osseux 
nécessitant du remodelage, par la relâche du RANKL et du M-CFS, deux cytokines importantes 
pour la différenciation ostéoclastique, ou par la relâche de certains médiateurs lors de leur 
apoptose due aux microfractures osseuses (NOBLE et al. 2003). À l’inverse, les ostéocytes sont 
aussi capables d’inhiber la résorption en produisant du TGF-β suite à une stimulation à 
l’estrogène  (HEINO et al. 2002), ou en produisant de l’oxyde nitrique (LOVERIDGE et al. 2002). Ils 
peuvent aussi réguler la formation osseuse en sécrétant des médiateurs inhibiteurs de la voie 
des Wnts, tels que la Sclérostine (VAN BEZOOIJEN et al. 2005) et DKK (KRISHNAN et al. 2006), ce 
qui inhibe les fonctions ostéoblastiques. 
 
1.4.C. RÉGULATION DE LA DIFFÉRENCIATION OSTÉOBLASTIQUE 
La régulation de la différenciation des OBs est un phénomène complexe qui implique 
plusieurs hormones, cytokines et facteurs de croissance. Cette section traitera des événements 
de signalisation impliqués dans la différenciation des OBs, alors que la régulation de leur 
métabolisme sera décrite dans la section suivante (1.4.D. Métabolisme des OBs). 
Les protéines de la famille de Wnt/β-catenine sont d’importants régulateurs de la 
biologie osseuse. Les Wnts sont des glycoprotéines sécrétées qui comprennent des agonistes et 
des inhibiteurs pour leurs récepteurs spécifiques, la famille des récepteurs à sept domaines 
transmembranaires « Frizzled » (FZD). La famille de Wnt peut activer différentes voies de 
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signalisation, soit la voie classique dite canonique, et la voie non canonique. De façon simplifiée, 
dans la voie classique la liaison d’un agoniste Wnt à FZD induit le recrutement du corécepteur 
LPR5 (low density lipoprotein (LDL) receptor related protein 5) ou de LRP6 (TAMAI et al. 2000, HE 
et al. 2004). Le signal induit par ce complexe inactive la kinase inhibitrice GSK-3 (glycogen-
synthase kinase 3), ce qui arrêtera la phosphorylation subséquente de la β-caténine pour 
permettre sa migration au noyau au lieu de sa dégradation lorsqu’elle est phosphorylée par la 
GSK-3 (HAY et al. 2005). La β-caténine va par la suite s’associer avec d’autres facteurs de 
transcription (CLEVERS 2004, NELSON et NUSSE 2004) et coactivateurs (LEVY et al. 2004), et 
induire l’expression de gènes cibles. Plusieurs Wnts sont impliqués dans la biologie de l’OB. Les 
agonistes Wnt3a et Wnt5a réduisent l’apoptose des OBs (ALMEIDA et al. 2005) tandis que 
Wnt10b est essentiel pour induire la différenciation des CSMs vers un phénotype ostéoblastique 
plutôt qu’adipocytaire en activant la transcription de Runx2 et Osx, tout en réprimant celle de 
PPAR-γ et C/EBP-α (BLAIR et al. 2008). Plusieurs modèles ont aussi démontré que l’activation de 
la voie classique de Wnt induit la différenciation ostéogénique tout en réprimant la 
différenciation chondrogénique, provenant aussi des CSMs (DAY et al. 2005, HILL et al. 2005). 
La différenciation ostéoblastique est contrôlée aussi par la superfamille du TGF-β, des 
récepteurs serine/thréonine kinase de type I et type II. Suite à leur stimulation, ces récepteurs 
vont activer la voie des Smads (MIYAZONO et al. 2005) ou d’autres voies qui incluent les MAP 
kinases (mitogen-activated protein kinases) p38, ERK (extracellular signal-regulated kinase) et 
JNK (c-Jun N-terminal kinase) (DERYNCK et al. 2001). Le TGF-β par lui-même est un puissant 
facteur chimioattractant pour les ostéoblastes au site de formation osseuse (OTA et al. 2013), 
mais en plus il stimule l’ostéoblastogenèse in vivo (ERLEBACHER et al. 1998) et in vitro 
(BONEWALD et al. 1990). Cependant, ce sont les BMPs, des membres de la superfamille du TGF-
β, qui en sont probablement les plus importants. Il y a jusqu’à maintenant plus d’une trentaine 
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de membres de la famille des BMPs, et ils sont tous impliqués dans le contrôle de l’organogenèse 
(DUCY et KARSENTY 2000). Ces facteurs agissent de façon locale. En effet, les BMP-2, -4 et -6 
sont sécrétés par les OBs et agissent de façon autocrine en augmentant le nombre d’OBs 
matures ainsi que leurs fonctions (HUGHES et al. 1995, KAMIYA 2012). La BMP-2 active 
l’expression d’Osx chez les CSMs humaines via la voie de p38 (CELIL et al. 2005). Cette même 
BMP active les voies de p38, JNK et ERK chez les OBs, et il a été montré que ces signaux 
intracellulaires régulent de façon distincte l’expression de la phosphatase alcaline et de 
l’ostéocalcine (LAI et CHENG 2002, GUICHEUX et al. 2003). Tout comme les Wnts, les BMPs 
régulent aussi la différenciation des CSMs entre les ostéoblastes et les chondrocytes 
(HOFFMANN et GROSS 2001). 
L’un de plus importants régulateurs positifs des fonctions et de la différenciation 
ostéoblastique est sans aucun doute la PTH. Cette affirmation est soutenue par le statut de la 
PTH sous forme injectable en tant que premier produit pharmaceutique approuvé au Canada 
pour stimuler la formation osseuse (SAAG et al. 2007). La PTH (84 a.a.) et PTHrP (PTH related 
peptide ; 141 a.a.) sont deux polypeptides distincts, mais qui possèdent une grande homologie 
dans leur extrémité N-terminale (9 a.a. sur 13 sont identiques) (SCHLUTER 1999). Cette 
caractéristique leur permet d’activer un seul et unique récepteur, le PTH1R (JUPPNER et al. 
1991), bien que leurs effets soient distincts. Le PTH1R est un membre de la famille des 
récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs). Il se couple préférentiellement aux protéines Gαs 
et/ou Gαq (DATTA et ABOU-SAMRA 2009). PTH1R possède aussi la capacité de stimuler 
l’activation des ERKs par l’entremise de la β-arrestine, une protéine d’échafaudage impliquée 
dans la désensibilisation et signalisation des RCPGs (GENSURE et al. 2005, GESTY-PALMER et al. 
2006). Des études ont démontré la grande importance de la PTH dans la différenciation et 
l’activité ostéoblastique. La PTH stimule l’expression de l’ARNm et de la protéine de Runx2 de 
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façon rapide et courte, et ce, par plusieurs voies de signalisation (THOMAS et al. 2004, QIN et al. 
2005). Cette augmentation de Runx2 coïncide avec une prévention de l’apoptose chez les 
ostéoblastes lorsque la PTH est administrée de façon intermittente (BELLIDO et al. 2003, JILKA 
2007). Des études subséquentes ont démontré que la signalisation par l’AMPc et de la PKA était 
impliquée dans les effets antiapoptotiques de la PTH chez les OBs par une phosphorylation et 
inactivation de la protéine proapoptotique Bad, et par une augmentation d’expression de gènes 
de survie telle que Bcl-2 (BELLIDO et al. 2003). La PTH est aussi connue pour ralentir la 
prolifération des préostéoblastes, ce qui a pour effet de favoriser leur différenciation en OBs 
matures (ONYIA et al. 1995, ONYIA et al. 1997, QIN et al. 2005). 
 
1.4.D. MÉTABOLISME DES OSTÉOBLASTES 
Tel que mentionné précédemment, les OBs ont trois fonctions principales, soit la 
sécrétion et minéralisation de la matrice osseuse, aider à la différenciation des cellules souches 
hématopoïétiques et la participation à la différenciation ostéoclastique. 
1.4.D.1. SÉCRÉTION ET MINÉRALISATION DE LA MATRICE OSSEUSE 
La matrice osseuse sécrétée par les OBs est composée de 85 à 90 % par les protéines 
collagéniques, dont la plus abondante est le collagène de type IαI (BRODSKY et PERSIKOV 2005). 
On y retrouve aussi des traces de collagènes de types III et V, ainsi que des collagènes FACIT 
(Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triple Helices), un groupe de collagène non 
fibrillaire dont le rôle principal est d’organiser et de stabiliser la matrice extracellulaire (CLARKE 
2008). L’autre 10-15 % des protéines de la matrice osseuse est composé de protéines non 
collagéniques, qui sont soit sécrétées par les OBs, ou soit des protéines exogènes, issues de la 
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circulation, dont le rôle est de réguler la minéralisation de la matrice. Ces protéines exogènes 
incluent l’α2-SH-glycoprotéine, l’albumine et des facteurs de croissance tels que le TGF-β, des 
BMPs et de l’IGF-I. Les OBs sécréteront les autres protéines incluses dans la matrice. Celles-ci 
peuvent être des protéoglycans, des protéines glycosylées, des protéines d’attachement 
cellulaire et des protéines γ-carboxylées (Tableau 4). Toutes les protéines retrouvées dans la 
matrice osseuse ont un rôle particulier à jouer lors de la formation ou de la résorption osseuse. 
L’os est composé de 50 à 70 % de minéraux, de 20 à 40 % de matrice organique, de 5 à 
10 % d’eau et de moins de 3 % de lipides (CLARKE 2008). La portion minérale donne à l’os sa 
rigidité mécanique et sa capacité de supporter le poids, tandis que la portion organique lui 
confère souplesse et élasticité. Les minéraux se retrouvent dans l’os principalement sous forme 
d’hydroxyapatite (Ca10(PO4)6(OH)2), avec de faibles quantités de carbonate, magnésium, et autres 
minéraux (CLARKE 2008). La maturation de la matrice osseuse est associée principalement avec 
l’expression de certaines protéines, telles la phosphatase alcaline et l’ostéocalcine. L’initiation de 
la minéralisation de la matrice est connue pour s’effectuer à l’aide de vésicules extracellulaires. 
Ces vésicules, qui sont synthétisées par les OBs, servent de microenvironnement protégé 
contenant des protéines et un complexe de phospholipides acides, de calcium, et de phosphate 
inorganique. Ces éléments sont appelés noyau de nucléation et ils vont initier la minéralisation. 
C’est dans ces microenvironnements que la phosphatase alcaline va agir en augmentant la 
concentration locale de phosphate, en complétant l’hydrolyse des pyrophosphates inhibiteurs de 
la minéralisation, ou en modifiant les phosphoprotéines du noyau de nucléation (CLARKE 2008). 
Ces dernières sont principalement composées de la sialoprotéine osseuse et de « dentin 
matrix protein 1 ». Dans ces vésicules, les concentrations d’ions de calcium et de phosphate 
peuvent augmenter suffisamment pour précipiter sous forme cristalline (CLARKE 2008).  
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Tableau 4. Protéines de la matrice osseuse et leurs rôles principaux a 
Protéine Rôles dans la physiologie osseuse 
Collagène  
Type IαI Collagène le plus abondant dans l’os. 
Type III et V 
Retrouvés très faiblement dans l’os, pourraient réguler le diamètre des fibrilles de 
collagène. 
Protéines sériques  
Albumine Diminue la croissance des cristaux d’hydroxyapatite 
α2-HS-glycoprotéine Analogue humain de la fetuine, régule la prolifération des cellules osseuses 
Protéines contenant des motifs leucine-riches ou des glycosaminiglycans 
Aggrecan Organisation de la matrice, aide à la rétention du calcium et phosphore 
Versican Définie l’espace à être transformé en os 
Decorin Régule le diamètre des fibrilles, lie le TGF- β 
Biglycan Lie le collagène et le TGF- β 
Glycoprotéines  
Phosphatase alcaline Hydrolyse les phosphates inhibiteurs de la minéralisation osseuse 
Ostéonectine Régule le diamètre des fibrilles de collagène 
Protéines SIBLINGb  
Ostéopontine Inhibe la minéralisation et le remodelage osseux 
Sialoprotéine osseuse Initie la minéralisation de la matrice 
Dentin matrix protein 1 Initie la minéralisation de la matrice 
Glycoprotéines avec séquence RGD 
Fibronectine Attachement cellulaire 
Vitronectine Attachement cellulaire 
Protéines contenant un γ-carboxy-acide glutamique 
Protéine Gla de la matrice Inhibe la minéralisation 
Ostéocalcine Inhibe la minéralisation, régule les ostéoclastes 
Facteurs de croissance  
TGF- β 
Retrouvé sous forme latente dans la matrice osseuse, augmente la prolifération 
des CSMs et des OBs, participe à la réparation des fractures, l’os est le plus grand 
réservoir de TGF- β du corps 
BMPs 
BMP-2 : Puissant ostéoinducteur, augmente la réparation osseuse 
BMP-4 : Bon potentiel d’ostéoinduction 
IGFs 
IGF-I : Induit la production de collagène et inhibe sa dégradation, 4-7 fois plus 
puissant qu’IGF-II 
IGF-2 : Mêmes fonctions qu’IGF-I, facteur de croissance retrouvé en plus grande 
concentration dans l’os 
PDGF Induit la réplication cellulaire et la synthèse de collagène 
FGFs (acide et basique) 
La forme active est retrouvée dans l’os, initie la formation des membres, participe 
à la réparation des fractures 
 
a : Adapté de (SOLHEIM 1998, CLARKE 2008) 





Bien que ces vésicules ne semblent pas être dirigées vers la fin des fibrilles de collagène 
(ANDERSON 2003), c’est à ces endroits que la minéralisation de la matrice osseuse commence 
(LANDIS 1995). Comparativement aux cristaux d’hydroxyapatite géologiques, les cristaux osseux 
sont petits (200 Å), moins bien cristallisés et contiennent des ions carbonates, ce qui les rend 
plus solubles et capables de supporter le métabolisme minéral (CLARKE 2008). 
 
1.4.D.2. RÉGULATION DE LA NICHE HÉMATOPOÏÉTIQUE 
Partageant le même endroit contigu, les cellules mésenchymateuses et leurs 
descendantes sont étroitement liées aux cellules souches hématopoïétiques (CSH) (PORTER et 
CALVI 2008). Les OBs humains produisent plusieurs cytokines hématopoïétiques (G-CSF, GM-CSF, 
LIF) qui rendent ces cellules capables de supporter les cellules hématopoïétiques in vitro 
(TAICHMAN et al. 1996). Des études en imagerie ont démontré que lors de transplantations, des 
CSHs marquées vont se loger près de la surface de l’endoste, ce qui suggère que la surface 
endostale de l’os trabéculaire peut servir de support à ces cellules (NILSSON et al. 2001). Deux 
voies de signalisation particulaires, celle de la PTH et celle du récepteur BMP-IA ont été mises en 
cause pour la capacité des OBs à épauler les CSHs (ZHANG et al. 2003, ADAMS et al. 2007, 
PORTER et CALVI 2008). Il semble aussi que non seulement les OBs sont capables de supporter 
les CSHs, mais que leurs précurseurs mésenchymateux sont aussi capables de s’acquitter de 
cette fonction. En effet, des études récentes démontrent que les CSMs sont capables de 
promouvoir la croissance des CSHs issues de sang de cordon ombilical néonatal (HUANG et al. 




1.4.D.3. PARTICIPATION À LA DIFFÉRENCIATION OSTÉOCLASTIQUE 
Les OBs jouent aussi un rôle essentiel dans la régulation de la différenciation 
ostéoclastique et donc de la résorption osseuse (KARSENTY et WAGNER 2002). La différenciation 
ostéoclastique est induite par deux principales cytokines, le M-CSF et le RANKL. Les OBs sont des 
producteurs majeurs de ces cytokines dans le microenvironnement osseux, d’où leur importance 
particulière dans ce processus. Les OBs ont aussi la capacité d’inhiber la différenciation des OCs 
en sécrétant de l’ostéoprotégérine (OPG), un récepteur leurre soluble pour le RANKL, ce qui 
empêche l’activation du récepteur RANK sur les OCs et leurs précurseurs. 
 
1.5. LES OSTÉOCLASTES 
 
Les ostéoclastes (OCs) sont de grosses cellules multinuclées issues de la fusion de 
précurseurs hématopoïétiques de la lignée des monocytes/macrophages. Cette différenciation 
est régulée par plusieurs facteurs issus du microenvironnement osseux, principalement des OBs 
et cellules stromales, mais peut aussi l’être par des cellules tumorales en conditions 
pathologiques. Les OCs sont les seules cellules qui ont la capacité particulière de résorber l’os, ils 
sont donc impliqués dans la formation osseuse, son remodelage et sa dégradation en conditions 
physiologiques et pathologiques, telles que dans l’ostéoporose et la polyarthrite rhumatoïde. La 
résorption est essentielle au bon maintien de l’homéostasie osseuse, mais aussi pour le maintien 





1.5.A. LA DIFFÉRENCIATION OSTÉOCLASTIQUE 
La formation des OCs est aussi appelée ostéoclastogenèse. Lors de ce processus, des 
précurseurs hématopoïétiques de la lignée monocyte/macrophage vont se différencier puis 
fusionner afin de donner naissance à des OCs fonctionnels matures possédant la caractéristique 
unique de résorber l’os (Figure 5). L’ostéoclastogenèse sera divisé ici en trois parties distinctes, 
soit l’engagement des précurseurs sanguins, la différenciation, et finalement la multinucléation. 
1.5.A.1. ENGAGEMENT DES PRÉCURSEURS 
Le précurseur ostéoclastique par excellence est le GM-CFU (granulocyte-macrophage 
colony forming unit), bien que le M-CFU (monocyte colony forming unit) soit aussi capable de se 
différencier en OCs, mais avec une efficacité beaucoup plus faible (MENAA et al. 2000).  
Ces précurseurs, les GM-CFUs, possèdent certains marqueurs de surface permettant leur 
reconnaissance et isolation subséquente. Le marqueur préférentiel des GM-CFUs humains est le 
CD14. CD14 est un corécepteur du LPS (lipopolysaccharide), une toxine bactérienne. Ce 
marqueur de surface est exprimé majoritairement chez les monocytes/macrophages. Plusieurs 
études ont démontré que seulement les cellules monocytaires CD14 + ont la capacité de se 
différencier en OCs (ATHANASOU et QUINN 1990, NICHOLSON et al. 2000, SHALHOUB et al. 
2000). De plus, l’absence du marqueur CD16 (FcγRIIIa et FcγRIIIb) est favorable pour la 
différenciation ostéoclastique (ATHANASOU et QUINN 1990). 
La cytokine M-CSF (Macrophage colony stimulating factor) joue un rôle primordial en 
stimulant la prolifération des GM-CFUs et en prévenant leur apoptose par le fait même. Le M-
CSF se lie à son récepteur unique, le CSF1R (Colony Stimulating Factor 1 Receptor), à la surface 









Figure 5. Différenciation ostéoclastique. Les principaux facteurs impliqués dans les 
différentes étapes de la différenciation des cellules souches hématopoïétiques en ostéoclastes 




l’autophosphorylation du récepteur sur des résidus tyrosine. Les événements suivants de la 
signalisation de CSF1R incluent l’activation des voies de PI3-K, p42/44 ERK et de la PLCγ (ROSS 
2006). Ces événements mènent à la suppression de l’inhibition du cycle cellulaire 
(YAVROPOULOU et YOVOS 2008). En effet, les GM-CFUs ne prolifèrent pas en état basal, mais 
initient ce processus afin de s’engager dans un patron de différenciation particulier. 
Parallèlement, le M-CSF active l’expression des facteurs de transcription PU.1 (YAO et al. 2006), 
MITF (microphthalmia-associated transcription factor ; (KAWAGUCHI et NODA 2000) et c-FOS  
(LERNER 2004). 
 
PU.1 est responsable des événements précoces de la différenciation ostéoclastique, mais 
est aussi impliqué dans la différenciation des macrophages. Lors de l’ostéoclastogenèse, PU.1 
stimule l’expression de plusieurs gènes essentiels pour ce processus tels que csf1r, rank 
(Récepteur activateur de NF- κB ; (KWON et al. 2005)) et c-kit (YAVROPOULOU et YOVOS 2008). 
MITF est impliqué dans le développement de plusieurs types cellulaires, mais chez les 
précurseurs ostéoclastiques, ses actions se font principalement en complexe avec PU.1, ce qui lui 
permet d’activer l’expression de gènes spécifiques aux OCs (SO et al. 2003, HU et al. 2007). Le 
facteur de transcription AP-1 est constitué d’un hétérodimère des protéines des familles FOS et 
JUN. Durant la différenciation ostéoclastique, le M-CSF stimule l’activité d’AP-1 en augmentant 
les taux de c-FOS dans la cellule (YAVROPOULOU et YOVOS 2008). c-FOS est aussi connu pour 
diriger les précurseurs monocytes/macrophages vers un phénotype ostéoclastique plutôt que 
dendritique (MIYAMOTO et al. 2001). Les actions concertées de ces facteurs de transcription 






La différenciation ostéoclastique est régulée principalement par un système de cytokines 
de la famille du TNF, le système RANK/RANKL/OPG. Le récepteur RANK se retrouve sur la 
membrane plasmique des préostéoclastes qui ont été en contact avec le M-CSF. L’activation de 
RANK se fait par la cytokine RANK Ligand (RANKL), une protéine membranaire retrouvée 
principalement sur les OBs et les cellules stromales, mais aussi chez les lymphocytes T en 
conditions inflammatoires telles que la polyarthrite rhumatoïde (KONG et al. 1999). La délétion 
de RANK (DOUGALL et al. 1999) ou RANKL (ODGREN et al. 2003) induit une ostéopétrose sévère 
(augmentation de la masse osseuse) alors que les OCs ne sont pas présents chez ces animaux. 
L’ostéoprotégérine (OPG) est un récepteur leurre soluble de RANKL qui peut aussi être produit 
par les OBs. Ce dernier empêche RANKL de se lier à RANK et prévient l’ostéoclastogenèse et 
l’activation subséquente des OCs matures. Des mutations dans le gène de l’OPG (tnfrsf11b) sont 
associées avec la maladie de Paget juvénile (WHYTE et al. 2002), tandis que les souris nulles pour 
ce gène développent une ostéoporose précoce (BUCAY et al. 1998, MIZUNO et al. 1998). 
Lors de son activation par RANKL, RANK va former un complexe trimérique à partir 
duquel la signalisation va débuter, et ce, par l’entremise de l’activation de la protéine TRAF-6 
(TNF receptor-associated factor 6). Bien que TRAF-6 soit impliquée dans la signalisation d’autres 
cytokines telles que IL-1 et les TLRs, seulement l’activation de TRAF-6 par RANK peut induire 
l’ostéoclastogenèse (YE et al. 2002, AKIRA 2003), et ce, probablement dû à l’activation de voies 
connexes. Le récepteur RANK activé va induire plusieurs cascades de signalisation. L’activation de 
la voie de la PI3-K (ARRON et al. 2001) active à son tour la kinase sérine/thréonine 
antiapoptotique AKT (PKB) qui va ensuite phosphoryler et inactiver BAD, une protéine pro-
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apoptotique de la famille de BCL-2. Cette voie de signalisation anti-apoptotique va assurer la 
survie des précurseurs ostéoclastiques et des OCs matures. 
La voie de signalisation la plus importante dans l’ostéoclastogenèse est celle de NF-κB. 
En effet, l’activation de RANK va mener à une activation de JNK et des kinases d’IκB (IKK) 
dépendante de TRAF-6. IκK va induite la phosphorylation de la protéine inhibitrice I κB, ce qui va 
relâcher le complexe NF-κB et permettre sa translocation au noyau des cellules où il va activer la 
transcription de gènes (YAVROPOULOU et YOVOS 2008). Parmi ceux-ci, le facteur de 
transcription NFAT-C1 est un des premiers à être exprimé et joue un rôle essentiel dans la 
formation des OCs. En effet, une collaboration entre NF-κB et NFAT-C2 va activer une première 
vague de transcription de NFAT-C1 qui va être suivie d’une autoamplification de NFAT-C1 
(ASAGIRI et al. 2005). NFAT-C1 va ensuite s’associer avec les autres facteurs de transcription 
ostéoclastiques tels MITF, PU.1 et c-FOS et induire la transcription de gènes propres aux OCs 
comme la cathepsine K, TRAP, le récepteur à la calcitonine et OSCAR (Osteoclast-associated 
receptor) (MATSUMOTO et al. 2004, KIM et al. 2005b). L’activation du facteur de transcription c-
FOS est aussi essentielle pour une bonne différenciation ostéoclastique. 
Plusieurs études ont démontré que l’inhibition de l’expression de gènes impliqués dans 
la signalisation de RANK abolit l’ostéoclastogenèse. Parmi celles-ci on retrouve les études avec 
des souris nulles pour RANK (YAVROPOULOU et YOVOS 2008), TRAF-6 (KOBAYASHI et al. 2003), 
NF-κB (IOTSOVA et al. 1997) et NFAT-C1 (TAKAYANAGI et al. 2002). 
1.5.A.3. MULTINUCLÉATION 
La dernière étape de la différenciation ostéoclastique est la fusion des précurseurs afin 
de générer des OCs fonctionnels multinucléés. Cette étape est également régulée par la 
signalisation de RANK, bien que les événements moléculaires qui s’y passent ne soient pas 
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encore bien connus. La stimulation des préostéoclastes par RANKL induit la sécrétion des 
chimiokines MCP-1 et RANTES, qui génèrent des signaux chimioattractants pour la lignée des 
cellules monocytaires (KIM et al. 2005a), dont les préostéoclastes font toujours partie à ce point. 
Cela va permettre de rapprocher les préostéoclastes afin de favoriser les contacts cellule-cellule 
et la fusion subséquente. De plus, RANKL va augmenter l’expression des récepteurs de MCP-1 
(CCR2 et CCR4) sur les préostéoclastes. Une fois activés, ces derniers induisent la voie de 
signalisation de PI3-K (HAYASHIDA et al. 2001), ce qui permet la fusion des précurseurs en OCs 
matures (GERSZTEN et al. 2001). Parmi les protéines qui sont impliquées dans la multinucléation 
des OCs, on retrouve la sous-unité d2 de la pompe à proton V-ATPase et la protéine 
transmembranaire spécifique aux cellules dendritiques (DC-STAMP). Des études génétiques ont 
montré que des mutations dans les gènes ATP6v0d2 et DC-STAMP empêchent la fusion des 
préostéoclastes et mènent à un phénotype ostéopétrotique (GERSZTEN et al. 2001, LEE et al. 
2006). 
 
1.5.B. MÉTABOLISME DES OSTÉOCLASTES 
La caractéristique fonctionnelle unique des OCs est leur capacité à dissoudre la matrice 
minérale de l’os et de digérer les protéines de la matrice organique à l’aide d’enzymes 
(VAANANEN et LAITALA-LEINONEN 2008). Ces actions doivent se faire dans un ordre précis afin 
d’obtenir une résorption osseuse efficace. Les étapes de la résorption ostéoclastique seront donc 
introduites comme suit : préparation de la membrane plasmique, dissolution acide de la matrice, 




1.5.B.1. PRÉPARATION DE LA MEMBRANE 
La résorption osseuse s’effectue dans un domaine scellé situé sous l’OC. Cet endroit permet de 
concentrer la sécrétion d’acide et de protéases afin de résorber la matrice osseuse de façon 
efficace. Le cytosquelette de l’OC joue un rôle primordial dans la formation de plusieurs 
domaines membranaires nécessaire à l’attachement de cette cellule sur le site à résorber et à la 
destruction de ce dernier. Pour ce faire, l’OC doit devenir polarisé. En effet, des domaines 
membranaires importants seront formés, dont les plus connus sont la zone d’attachement et la 
bordure en brosse (VAANANEN et LAITALA-LEINONEN 2008). La zone d’attachement permet à 
l’OC de se fixer solidement sur la matrice osseuse à résorber. Cette zone est caractérisée par une 
accumulation dense de points d’adhésion focaux accompagnés d’une réorganisation du 
cytosquelette d’actine (LAKKAKORPI et VAANANEN 1991) qui va former une ceinture autour de la 
membrane en brosse sous l’OC. L’attachement à la surface osseuse s’effectue principalement par 
les intégrines αvβ3 qui se fixent aux séquences RGD (arginine-glycine-acide aspartique) des 
protéines de la matrice osseuse (ostéopontine et sialoprotéine osseuse). Une fois fixée à l’os, 
l’αvβ3 va initier une cascade moléculaire qui commence par l’activation des kinases c-SRC et SYK 
(ZOU et al. 2007). SYK va ensuite phosphoryler Vav3, une GEF (guanine exchange factor) de la 
Rho GTPase Rac (FACCIO et al. 2005). Cette dernière, une fois liée au GTP, orchestre la 
réorganisation du cytosquelette d’actine de l’OC afin de former l’anneau d’actine, la structure 
qui maintient solidement l’OC en place sur l’os. La bordure en brosse est considérée comme 
l’organe de résorption des OCs. Ces protubérances membranaires semblables à des villosités ont 
pour but d’augmenter la surface permettant les échanges entre l’OC et la matrice osseuse à 
résorber. Ce domaine est aussi riche en microfilaments et microtubules qui supportent le flux 
vésiculaire d’exportation nécessaire à la résorption (PALOKANGAS et al. 1997, SUN et al. 2005, 












Figure 6 : Résorption ostéoclastique. Cette figure présente une vue interne de la résorption 
ostéoclastique. Les composantes de l’acidification et de la dégradation de la matrice osseuse 
sont décrites. CA : Anhydrase carbonique, ZA : Zone d’attachement. Adapté de (BELLIDO 2014).  
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dans la fusion et le routage des vésicules, telles que Rab7 (ZHAO et al. 2001, MULARI et al. 2003) 
et Rac1 (MULARI et al. 2003, SUN et al. 2005). Ces protéines sont essentielles pour le transport 
des protéines, enzymes et autres molécules nécessaires pour effectuer une résorption efficace. 
1.5.B.2. DISSOLUTION ACIDE DE LA MATRICE 
La première étape de la dégradation de l’os per se consiste en la dissolution de la matrice 
osseuse. Des études ont démontré que cette étape est limitante lors de la résorption osseuse, 
car la matrice protéique ne peut être dégradée sans la dissolution préalable de la portion 
minérale de l’os (VAANANEN et al. 1990, GELB et al. 1996). Afin de réaliser cette tâche, un pH 
acide est nécessaire pour permettre la solubilisation des sels alcalins de l’hydroxyapatite. Cette 
acidité va provenir de la sécrétion d’acide hydrochlorique dans la lacune de résorption, l’espace 
sous la membrane en brosse (BARON et al. 1985, TUUKKANEN et VAANANEN 1986). Les OCs 
utilisent un puissant mécanisme pour acidifier la lacune, la fusion de vésicules au contenu acide à 
la bordure en brosse (VAANANEN et LAITALA-LEINONEN 2008). 
Avant de pouvoir dégrader la matrice, l’OC a besoin d’un approvisionnement efficace en 
ions (H + et Cl-) dont il aura besoin. L’anhydrase carbonique II (AC II) joue un rôle essentiel dans la 
résorption osseuse, car elle fournit les ions H+ (SUNDQUIST et al. 1987). L’AC II facilite 
l’hydratation du CO2 contenu dans la cellule, ce qui donne de l’acide carbonique (H2CO3). Ce 
dernier est très instable et va se dissocier spontanément pour donner un ion H+ et un résidu 
carbonate HCO3- (VAANANEN et al. 1990). Ce dernier sera échangé au niveau de la membrane 
basolatérale contre un Cl- via un échangeur ionique, le plus connu chez les OCs étant l’AE2 
(Anionic Exchanger 2) (HALL et CHAMBERS 1989, TETI et al. 1989, ALPER 2006). 
Afin de former l’acide nécessaire à dégrader la matrice, l’OC va sécréter les protons qui 
lui sont fournis par la AC II à l’aide de la pompe à protons vacuolaire ATP-ase (V-ATPase) (BLAIR 
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et al. 1989, SUNDQUIST et al. 1990, VAANANEN et al. 1990) et les anions Cl- par l’action du canal 
ionique chlorique spécifique 7 (CIC-7) (KORNAK et al. 2001). 
La V-ATPase est un complexe protéique composé d’au moins 14 sous-unités ainsi que 
plusieurs protéines accessoires (SUPANCHART et KORNAK 2008). Ce complexe est présent sur 
des vésicules intracellulaires et à la membrane en brosse des OCs (BLAIR et al. 1989, BEKKER et 
GAY 1990, VAANANEN et al. 1990). Plusieurs mutations répertoriées dans ce complexe sont 
responsables de l’ostéopétrose chez l’homme, une pathologie avec un faible taux de résorption 
osseuse (FRATTINI et al. 2000, KORNAK et al. 2000, SOBACCHI et al. 2001) et d’un phénotype 
semblable chez la souris (LI et al. 1999, SCIMECA et al. 2000). D’un point de vue fonctionnel, la V-
ATPase est divisée en deux domaines, le domaine périphérique intracellulaire V1, qui est 
responsable de l’hydrolyse de l’ATP, et d’un domaine transmembranaire V0, qui effectue le 
transport des ions H+ à travers la membrane après l’hydrolyse de l’ATP et la rotation activatrice 
du domaine V1 (HINTON et al. 2009). 
Le canal chlorique ClC-7 est lui aussi situé soit sur la membrane en brosse ou soit sur les 
vésicules acides des OCs où il agit en tant qu‘antitransporteur Cl-/H+, c’est-à-dire qu’il expulse un 
ion Cl- hors de la cellule en échange d’un ion H+. Ce courant de neutralisation est essentiel pour 
atteindre une acidification suffisante de la lacune, soit autour d’un pH de 4.5, afin que la 
dégradation de la matrice inorganique osseuse se produise (ZHAO et al. 2009b). L’importance de 
ce canal a été mise en cause par des études à l’aide de souris nulles pour ce gène (Clcn7 -/-). Ces 
dernières ont un phénotype osseux ostéopétrotique qui est presque identique à celui des souris 
déficientes pour la V-ATPase (SEIFERT et MARKS 1985). Par contre, les OCs de souris Clcn-7 -/- se 
différencient de façon normale, mais sont incapables de former une bordure en brosse et ne 




1.5.B.3. EXCRÉTION DES MINÉRAUX 
La solubilisation de la matrice minérale osseuse génère de grandes quantités d’ions et de 
calcium, jusqu’à 40 mM en concentration locale (SILVER et al. 1988). Ces ions et autres minéraux 
doivent donc être transportés hors de la lacune de résorption afin de s’assurer la progression de 
cette dernière. La résorption osseuse libère aussi des ions carbonates qui, s’ils ne sont pas 
enlevés, ont la capacité de tamponner et même neutraliser le pH acide de la lacune (VAANANEN 
et LAITALA-LEINONEN 2008). Ces derniers sont donc ingérés par l’OC à l’aide du cotransporteur 
Na+ /HCO3- NBCn1 (BOUYER et al. 2007). 
Le transport des ions de calcium et de phosphate est moins bien connu, mais les 
recherches actuelles dans ce domaine explorent plusieurs pistes. Trois mécanismes sont étudiés, 
soit le transport transcytotique de vésicules de la membrane en brosse vers le domaine 
basolatéral, la relâche d’ions par la zone scellée et le transport d’ions à l’aide de pompes, 
transporteurs, et protéines de liaison. Plusieurs études ont mis en évidence le cotransport des 
ions calciques et débris de collagène dans des véhicules (SALO et al. 1997, LI et al. 2007a). Ce 
sont cependant les canaux calciques qui retiennent le plus l’attention dû à leur possible 
modulation pharmacologique. La délétion chez la souris du canal « transcient receptor 
potential » TRPv5, un des canaux les plus sélectifs pour le Ca2+, abolit la résorption osseuse (VAN 
DER EERDEN et al. 2005). En effet, ce canal se retrouve à la membrane en brosse des OCs, où il 
pourrait faciliter l’entrée du calcium de la lacune de résorption qui serait temporairement 
entreposé dans le réticulum endoplasmique avant d’être excrété à la membrane basolatérale 





1.5.B.4. DÉGRADATION DE LA MATRICE PROTÉIQUE 
Suite à la dissolution de la matrice minérale de l’os, la matrice protéique se retrouve 
exposée, ce qui permet sa dégradation par différentes enzymes et protéases issues de la fusion 
de vésicules à la membrane en brosse des OCs. Les familles des cathepsines, des 
métalloprotéases et des phosphatases acides sont les plus importantes pour ce phénomène. 
La cathepsine K est considérée comme l’enzyme clé pour la dégradation du collagène 
osseux. Elle est la protéase la plus exprimée (98 % des protéases cystéine) chez les OCs, où elle 
se retrouve dans les lysosomes et à la membrane en brosse (LITTLEWOOD-EVANS et al. 1997). 
Elle est synthétisée en tant que préproenzyme, et perd ses premiers 114 a.a. suite à son 
activation protéolytique (BROMME et OKAMOTO 1995). Le pH acide de la lacune de résorption 
pourrait potentiellement induire un changement de conformation de la cathepsine K, ce qui 
exposerait son site actif et favoriserait son clivage, donc sa conversion en enzyme fonctionnelle 
(MCQUENEY et al. 1997). La cathepsine K existe sous deux formes. Lorsqu’elle est monomérique, 
elle clive et dégrade les protéines non collagéniques de la matrice, alors que lorsqu’elle se 
retrouve en oligomères avec le sulfate de chondroïdine, elle est capable de dégrader les hélices 
triples du collagène de type I (LI et al. 2002, ZHAO et al. 2009a). En plus de couper le collagène 
type I en petits peptides, la cathepsine K clive ces extrémités terminales, ce qui relâche les 
« Cross-linked » N- et C-télopeptides, des marqueurs cliniques de résorption osseuse détectés 
dans l’urine et le sérum (ATLEY et al. 2000, SASSI et al. 2000). 
Les métalloprotéases sont des enzymes sécrétées qui font partie de la famille des 
métallo-endopeptidases contenant du zinc et ayant la capacité de dégrader la matrice 
extracellulaire (GEORGES et al. 2009). Chez les OCs ce sont les MMPs, les métalloprotéases de la 
matrice qui jouent les plus grands rôles et ce, en fin du cycle de résorption osseuse. La MMP-13 
est connue pour participer à la finition de la dégradation du collagène de type I dans le puits de 
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résorption, juste avant que l’OC se déplace afin de former une nouvelle lacune. Cette action de la 
MMP-13 est nécessaire pour la déposition de la matrice osseuse dans la cavité par les OBs 
(DELAISSE et al. 2003). Deux autres MMPs sont importantes pour la mobilité des OCs durant la 
résorption. La MT1-MMP, une collagénase interstitielle, est exprimée à la membrane plasmique 
des OCs et aiderait ces derniers à se faufiler au travers des matrices de collagène (ITOH 2006). La 
MMP-9 quant à elle faciliterait la résorption osseuse en aidant l’OC à migrer sur la surface 
osseuse lors de la résorption, sans avoir d’effet direct sur la résorption elle-même (ISHIBASHI et 
al. 2006). 
Finalement, certaines phosphatases sont importantes pour l’activité des OCs. Parmi 
celles-ci, la phosphatase acide résistante au L(+)-tartrate (TRAP) est la plus importante (HAYMAN 
2008). La TRAP est utilisée comme marqueur histochimique pour la différenciation 
ostéoclastique et la présence des OCs sur des coupes de tissu depuis les années 60 (BURSTONE 
1959). Il existe 2 isoformes de la TRAP, soit la TRAP 5a et 5b. La TRAP 5b est composée de 2 sous-
unités dues à un clivage protéolytique et est sécrétée principalement par les OCs (LJUSBERG et 
al. 1999, HALLEEN et al. 2002). La TRAP 5b est sécrétée des lysosomes vers la membrane en 
brosse des OCs (REINHOLT et al. 1990), mais aussi retrouvée dans les vésicules d’export des 
débris de la résorption osseuse (HALLEEN et al. 1999). Lorsque retrouvée dans la lacune de 
résorption, la TRAP 5b hydrolyse les groupements phosphates de l’ostéopontine de la matrice 
osseuse (HAYMAN et al. 1989, EK-RYLANDER et al. 1994). Cette déphosphorylation permet le 
détachement de l’OC de la matrice osseuse et sa migration vers un nouveau site de résorption 
(EK-RYLANDER et al. 1994). Cependant, la TRAP 5b qui se retrouve dans les vésicules d’excrétion 
joue un rôle différent. Grâce à ses atomes de fer, la TRAP 5b est capable de générer des réactifs 
oxygénés (OH-) par la réaction de Fenton (DAVIS et AVERILL 1982, HAYMAN et COX 1994). Ces 
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espèces réactives oxygénées pourraient aider à la dégradation du collagène et autres protéines 
contenues dans ces vésicules (HALLEEN et al. 1999). 
 
 
1.6. LES PROSTAGLANDINES 
  
Parmi les régulateurs du métabolisme osseux, plusieurs facteurs de croissance (IGF, TGF, 
VEGF, BMP), hormones (PTH, E2, FSH), cytokines (IL-1, IL-6, TNF-α) et médiateurs lipidiques 
jouent des rôles importants. Parmi ceux-ci, les prostaglandines sont connues depuis longtemps 
pour y jouer un rôle essentiel (NORRDIN et al. 1990, RAISZ 1990). 
Les prostaglandines (PGs) font partie de la grande classe des éicosanoïdes, soit les 
dérivés de l’acide arachidonique. Cette famille comprend les prostanoïdes (les prostaglandines, 
la prostacycline et le thromboxane), les leukotriènes et cysténiyl-leukotriènes ainsi que les acides 
hydroxyeïcosatétraénoïques (HETEs) et époxyeicosatrienoïques (EETs). L’acide arachidonique est 
un acide gras oméga-6 polyinsaturé avec 4 doubles liaisons carbone-carbone, dont le symbole 
est 20:4 (n-6, n-9, n-12, n-15). La synthèse des prostaglandines commence au niveau des 
membranes cellulaires. L’acide arachidonique est premièrement clivé des phospholipides 
membranaires par l’action d’une phospholipase A2 (PLA2). Celle-ci hydrolyse les phospholipides 
membranaires en position sn-2, ce qui libère l’acide arachidonique de la membrane. Il existe 4 
différentes familles de PLA2, soit : les PLA2 sécrétées de faibles poids moléculaires (14-17 kDa) 
(sPLA2), les PLA2 cytoplasmiques dépendantes du calcium et de haut poids moléculaire (~85 kDa) 
(cPLA2), les PLA2 indépendantes du calcium (iPLA2) et la famille des PAF acétylhydrolases (KUDO 
et MURAKAMI 2002). L’expression et l’activité de ces enzymes sont régulées par différents 
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événements de signalisation intracellulaire ainsi que par des signaux plus généraux tels que 
certains facteurs de croissance et lors de la réponse inflammatoire. 
L’étape subséquente de la production de prostanoïdes est la conversion de l’acide 
arachidonique par les cyclooxygénases (COX, Figure 7). Ces enzymes possèdent une activité 
cyclo-oxygénase et peroxydase. De par ces activités, elles vont séquentiellement transformer 
l’acide arachidonique en PGG2 puis en PGH2. Il y a deux isoformes de COX, soit la COX-1 et la 
COX-2. 
L’expression de la COX-1 est considérée ubiquitaire, car plusieurs types de cellules 
l’expriment de façon basale, alors que la majorité des tissus n’expriment la COX-2 qu’en 
conditions inflammatoires ou de prolifération cellulaire. Cependant, il y a certaines exceptions où 
la COX-2 est exprimée de façon basale telle que lors du développement embryonnaire et 
postnatal du rein, ainsi que dans le système reproducteur féminin (SMITH et DEWITT 1996) et 
dans les ostéoblastes humains tels que démontré par notre laboratoire (MACIEL et al. 1997).  
Les prostanoïdes sont par la suite formés par leurs enzymes de synthèse propres, les 
synthétases de prostaglandines. Il existe au moins une de ces enzymes par type de 
prostaglandine formée. Les prostanoïdes ont des effets positifs et négatifs sur de nombreux 
systèmes physiologiques endogènes, tels que le système nerveux central, cardiovasculaire, 
endocrinien, respiratoire, cardiovasculaire et immunitaire (HATA et BREYER 2004). Ces petits 
médiateurs lipidiques agissent principalement de façon autocrine et paracrine, donc dans les 
environs de leur lieu de production. Les prostanoïdes sont souvent considérés comme pro-
inflammatoires ou anti-inflammatoires, et ce, selon la molécule et le récepteur impliqués. De 













Figure 7. Schéma de synthèse des prostanoïdes. L’acide arachidonique, libéré de la membrane 
plasmique par la phospholipase A2, est transformé en PGH2 par les cyclooxygénases. La PGH2 est 
par la suite prise en charge par les synthétases des prostanoïdes pour former les composés 






l’expression relative et la capacité de signalisation de ces récepteurs deviennent excessivement 
importantes afin de dicter la réponse d’une cellule ou d’un tissu à cette stimulation. 
 
1.6.A. La prostaglandine D2  
La prostaglandine qui nous intéresse particulièrement est la prostaglandine D2 (PGD2). 
Elle est produite par l’entremise des PGD2 synthétases qui transforment la PGH2 en PGD2. Ses 
actions se font principalement par l’activation des récepteurs DP et CRTH2 et elle se retrouve 
impliquée dans le sommeil (HAYAISHI et URADE 2002), l’asthme (ROLIN et al. 2006), 
l’inflammation (KOSTENIS et ULVEN 2006) et le métabolisme osseux (GALLANT et al. 2005, 
DURAND et al. 2008) pour ne citer que celles-ci . 
1.6.A.1. SYNTHÈSE ET DÉGRADATION  
La PGD2 est synthétisée à partir de la PGH2 par les PGD2 synthétases (PGDS). Il existe 
deux synthétases spécifiques à la PGD2, soit la PGDS de type lipocaline (L-PGDS) et celle de type 
hématopoïétique (H-PGDS). Ces deux enzymes ont la même fonction, soit de catalyser 
l’isomérisation du groupement 9,11-endoperoxyde de la PGH2 en groupement 9-hydroxyle et 11-
cétone afin de donner la PGD2 (URADE et EGUCHI 2002), et ce, en présence de composés ayant 
un groupement thiol. 
La H-PGDS est une enzyme cytosolique de la famille des glutathion-S-transférase. La H-
PGDS nécessite absolument le glutathion afin d’effectuer cette réaction et elle est activée par le 
Ca2+ et le Mg2+ (URADE et EGUCHI 2002). Cette synthétase se retrouve principalement au niveau 
des tissus périphériques et plus précisément dans les cellules présentatrices d’antigènes, les 
mastocytes, mégacaryocytes et les lymphocytes Th2 (TANAKA et al. 2000). Son expression a aussi 
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été démontrée dans la muqueuse utérine et les trophoblastes où elle régule l’implantation des 
blastocytes (MICHIMATA et al. 2002). 
La PGDS de type lipocaline a été premièrement identifiée au cerveau et il s’agit du seul 
membre des lipocalines, des petites protéines sécrétées transportant des petits ligands 
lipophiles (rétinol, pigments biliaires, hormones thyroïdiennes), qui possède une activité 
enzymatique (URADE et HAYAISHI 2000). Elle possède deux pochettes catalytiques distinctes, 
mais qui se chevauchent, conférant à l’acide rétinoïque un rôle inhibiteur pour la production de 
PGD2 par cette enzyme (SHIMAMOTO et al. 2007). Lorsque intracellulaire, la L-PGDS se retrouve 
principalement au niveau du réticulum endoplasmique et à la membrane nucléaire afin de 
produire de la PGD2 (BEUCKMANN et al. 1999) et ce, dans plusieurs types cellulaires du système 
nerveux central, des organes génitaux mâles et du cœur (URADE et EGUCHI 2002). Étant aussi 
une protéine sécrétée, la L-PGDS se retrouve dans le liquide cérébrospinal, le plasma séminal et 
la circulation sanguine (DIAMANDIS et al. 1999, MASE et al. 1999, MELEGOS et al. 1999, URADE 
et al. 1999) où elle transporte ses ligands lipophiles. Elle se retrouve aussi dans l’urine, mais sa 
présence urinaire peut être un mauvais signe. En effet, les concentrations urinaires de L-PGDS 
sont augmentées chez les patients diabétiques avant que leur niveau de créatinine n’augmente 
(HIRAWA et al. 2001, HAMANO et al. 2002). L’analyse des concentrations de L-PGDS peut aussi 
être utilisée dans le diagnostic et la surveillance de pathologies telles que la neurocysticercose 
(TIAN et al. 2009), les dommages rénaux (NAKAYAMA et al. 2009, UEHARA et al. 2009), 
l’athérosclérose (MIWA et al. 2008), et les cardiopathies coronariennes (INOUE et al. 2008). 
La PGD2 est un composé lipidique relativement instable. En effet, sa demi-vie en milieu 
aqueux est d’environ 30 min (SCHULIGOI et al. 2007). Dans ces conditions, la PGD2 peut être 
rapidement dégradée de façon enzymatique ou non. La PGD2 peut être prise en charge par la 
PGD 11-kéto-réductase afin de former un métabolite terminal stable, la 9α,11β-PGF2α, par les 
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enzymes 15-hydroxyprostaglandine déshydrogénase dépendante du NAD+ (15-PGDH) et Δ13-15-
keto-prostaglandine réductase (13-PGR) afin de former la 13,14-dihydro-15-keto-PGD2 (DK-PGD2) 
(HERLONG et SCOTT 2006). Pour la conversion non enzymatique, la PGD2 va séquentiellement 
perdre deux molécules d’eau et se transformer en PGJ2 puis en 15-deoxy-∆12,14-PGJ2 (15d-PGJ2) 
(SHIBATA et al. 2002). La 15d-PGJ2 a plus tard été décrite comme un ligand pour les récepteurs 
PPAR-γ (XIN et al. 1999) et CRTH2 (HATA et al. 2003), alors que la DK-PGD2 est un agoniste 
spécifique à CRTH2 (HATA et al. 2003). 
1.6.A.2. RÉCEPTEURS DE LA PGD2  
La PGD2 agit sur deux récepteurs de la grande famille des récepteurs couplés aux protéines G 
(RCPGs), soit les récepteurs DP et CRTH2 (Figure 8). Ces récepteurs possèdent les 
caractéristiques principales des RCPGs, soit 7 domaines transmembranaires, une extrémité N-
terminale et trois boucles extracellulaires pouvant être glycosylées ainsi que trois boucles et une 
extrémité C-terminale intracellulaires qui possèdent des sites potentiels de phosphorylation et 
d’interactions avec les protéines impliquées dans la signalisation des RCPGs. Ces récepteurs sont 
des membres de la famille A des RCPGs, donc les récepteurs apparentés à celui de la rhodopsine. 
Des analyses phylogénétiques ont révélé que le récepteur DP fait partie de la sous-famille A14, 
qui contient tous les récepteurs aux prostanoïdes, alors que CRTH2 appartient à la sous-famille 
A8, à cause de son homologie de séquence avec les récepteurs des anaphylatoxines et des n-
formyl peptides (ABE et al. 1999). Donc la PGD2 lie et active deux récepteurs distincts 
appartenant à des familles différentes. 
Le récepteur DP est couplé à une protéine Gαs et son activation cause une augmentation 


















Figure 8 : Représentation schématique des récepteurs de la PGD2. Les séquences en acide aminés 
des récepteurs DP (A) et CRTH2 (B) sont présentées. Les sites potentiels de glycosylation sont 
indiqués en bleu, les ponts disulfures sont en jaune, et les sites potentiels de phosphorylation 
sont en vert. Les acides aminés en rouge sont les séquences consensus d’homologie entre les 
récepteurs des prostanoïdes. Le panneau C) démontre les voies de signalisation des récepteurs 




suite la protéine kinase A (KOSTENIS et ULVEN 2006). L’activation de ce récepteur dans les 
cellules immunes, où il est fortement exprimé, entraine une inhibition des fonctions effectrices 
de ces dernières (TILLEY et al. 2001). L’activation du récepteur DP intervient aussi au niveau de la 
promotion du sommeil (MATSUMURA et al. 1994), de l’asthme allergique (MATSUOKA et al. 
2000), de la sécrétion de mucus (NANTEL et al. 2004), de l’inhibition de la chimiotaxie et de la 
production de cytokines (SAITO et al. 2002, TANAKA et al. 2004), le contrôle de la pression 
intraoculaire (WOODWARD et al. 1990, SHARIF et al. 2004) et dans l’augmentation de la 
perméabilité vasculaire (NANTEL et al. 2004). 
Le deuxième récepteur de la PGD2 a premièrement été identifié chez les lymphocytes 
Th2 exprimé chez les cellules d’origine hématopoïétiques tels les lymphocytes Th2, les 
monocytes, basophiles et éosinophiles, mais aussi dans certains tissus tels que le cœur et le 
système nerveux central et digestif  (SAWYER et al. 2002). CRTH2 se couple à une protéine Gαi/o, 
donc son activation mène principalement à une inhibition de l’adénylate cyclase se traduisant 
par une baisse en AMPc intracellulaire (SAWYER et al. 2002), et à une augmentation de la 
réponse calcique (HIRAI et al. 2001). La stimulation de CRTH2 induit l’activation chez la plupart 
des cellules hématopoïétiques que ce soit au niveau de la chimiotaxie dépendante de PI-3K ou de 
l’augmentation de la relâche de cytokines (KOSTENIS et ULVEN 2006). 
1.6.A.3. IMPLICATIONS DE LA PGD2 DANS LE MÉTABOLISME OSSEUX 
La PGD2 est principalement étudiée dans des contextes physiologiques relevant de 
l’inflammation, des allergies, de la grossesse et du sommeil. Cependant, depuis une vingtaine 
d’années quelques publications font état de son rôle potentiel dans la biologie osseuse, alors que 
la majeure partie de la littérature sur le PGs et l’os concerne la PGE2. Le premier rôle identifié de 
la PGD2 dans la biologie osseuse date de 1988, lorsque Yang et collèges ont démontré que des 
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OBs de poulet en culture produisaient majoritairement de la PGD2 (YANG et al. 1988). Par la 
suite, la PGD2 a été démontrée pour induire la calcification (KOSHIHARA et KAWAMURA 1989) et 
la synthèse de collagène d’OBs humains (TASAKI et al. 1991). Des études se sont alors penchées 
sur la signalisation induite par la PGD2 chez les ostéoblastes. Ces dernières ont démontré que ses 
actions étaient dépendantes d’une protéine G sensible à la toxine de pertussis (TSUSHITA et al. 
1992), de la calmoduline (IMAMURA et al. 1995) et de la PKC (TOKUDA et al. 1999). Nous avons 
cependant été les premiers en 2005 à présenter le concept des récepteurs de la PGD2 dans les 
effets de cette dernière sur les OBs humains (GALLANT et al. 2005). Ces travaux effectués dans le 
cadre de ma maitrise ont démontré que les ostéoblastes humains produisent de la PGD2, qu’ils 
possèdent des récepteurs DP et CRTH2 fonctionnels, que l’activation de DP réduit la sécrétion 
d’OPG, tandis que CRTH2 diminue l’expression de RANKL et augmente la chimiotaxie des OBs 
(GALLANT et al. 2005). 
Notre laboratoire a aussi démontré que la PGD2 influence le métabolisme ostéoclastique. 
En effet, les OCs humains expriment DP et CRTH2, l’activation de DP diminue les anneaux 
d’actine, inhibe la différenciation et la résorption osseuse, tandis que CRTH2 augmente les 
lamellipodes et inhibe la différenciation (DURAND et al. 2008). Les seules autres études 
concernant la PGD2 et ses métabolites chez les OCs concernent PPAR-γ. Celles-ci démontrent que 
l’activation de PPAR-γ, entre autres par la 15d-PGJ2, inhibe la différenciation et les fonctions 
ostéoclastiques (HOUNOKI et al. 2008, KIM et al. 2015). 
Le métabolisme des adipocytes est aussi grandement influencé par les métabolites de la 
PGD2. Étant donné que la 15d-PGJ2 active PPAR-γ et que ce dernier est essentiel et primordial 
dans la différenciation adipocytaire, plusieurs études démontrent l’effet pro-adipogénique de la 
PGD2 par l’entremise de ses métabolites (KLIEWER et al. 1995, XIN et al. 1999, NOSJEAN et 
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BOUTIN 2002). Cependant, ces études ont utilisé des modèles animaux ou principalement de 
culture de cellules animales. Il n’existe donc pas de donnée dans la littérature concernant les 
effets de la PGD2 sur la différenciation de progéniteurs humains mésenchymateux. 
D’un point de vue plus physiologique, quelques groupes de recherche se sont intéressés 
aux effets de la PGD2 dans le métabolisme osseux animal. Il a été démontrée que la PGD2 
administrée de façon sous-cutanée augmente la densité minérale osseuse fémorale chez des rats 
ovariectomisés, et aussi chez les rats contrôles (TAKAGI et al. 1993). Il est aussi publié que la ∆12-
PGJ2, un métabolite de la PGD2, promeut la formation osseuse dans un modèle de formation 
osseuse corticale (DAMRONGSRI et al. 2006). Aucune étude ne fait part d’un rôle pour la PGD2 






2. HYPOTHÈSES DE RECHERCHE 
 
Durant les dernières années, plusieurs évidences ont mis au jour le rôle des 
prostaglandines dans le contrôle du métabolisme osseux. En fait, ces médiateurs lipidiques ont 
été démontrés pour être important sinon essentiels pour la croissance et le développement 
osseux, le maintien de son homéostasie ainsi que sa réparation, et ce, tant en condition 
physiologique que pathologique. 
Notre laboratoire a su démontrer au cours des dernières années l’importance des 
prostaglandines dans le métabolisme osseux, principalement par la démonstration de la 
présence de systèmes fonctionnels de production de PGs et de réponse de ces médiateurs tant 
dans les ostéoblastes que les ostéoclastes. Lors de la réalisation de mes travaux de maitrise, je 
me suis intéressé à la caractérisation des effets de la PGD2 sur les ostéoblastes humains. Cela m’a 
permis de découvrir qu’en plus d’avoir la capacité de produire cette PG en conditions de 
stimulation anabolique, ces cellules possèdent le système complet de récepteurs pour la PGD2, 
soit DP et CRTH2. L’activation de DP mène à une diminution de la sécrétion d’OPG, alors que la 
stimulation unique de CRTH2 augmente la motilité des ostéoblastes tout en diminuant leur 
production de RANKL. Ces évidences tendent à définir un effet anabolique pour la PGD2 sur l’os 
humain. Parallèlement, notre laboratoire a aussi démontré que les ostéoclastes humains 
possèdent aussi les récepteurs de la PGD2, et que leur activation mène à une diminution de la 
différenciation ostéoclastique ainsi qu’à une diminution de la résorption osseuse. 
Suite à ces découvertes, nous avons postulé l’hypothèse que la PGD2 participe au 
contrôle du métabolisme osseux chez l’homme. Afin d’étudier cette hypothèse, trois questions 
de recherche ont été adressées : 1) Comment se comportent les récepteurs de la PGD2 suite à 
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leur activation, 2) Quels sont les rôles de la PGD2 dans le développement des cellules qui 
peuplent l’os, précisément les ostéoblastes et ostéoclastes, et 3) Quelle est l’importance de la 
PGD2 dans le remodelage osseux humain. 
Afin de répondre à la première question, je me suis aussi intéressé à la signalisation et au 
routage des récepteurs de la PGD2. En effet, la signalisation induite par la PGD2 est intéressante, 
car les deux récepteurs de la PGD2 utilisent des voies de signalisation différentes et les deux 
récepteurs sont souvent présents à la surface d’une même cellule. Bien connaître la régulation 
de la signalisation cellulaire en plus des patrons d’internalisation de ses récepteurs nous 
permettra de mieux comprendre les actions physiologiques de cette prostaglandine. 
En deuxième lieu, j’ai voulu connaître et comprendre les rôles de l’activation des 
récepteurs de la PGD2 dans la différenciation des adipocytes et ostéoblastes à partir des cellules 
souches mésenchymateuses humaines. J’ai aussi regardé l’effet de cette prostaglandine dans la 
différenciation ostéoclastique humaine à partir de précurseurs hématopoïétiques de la lignée 
monocytaire et ce, afin de comprendre comment la PGD2 diminue la différenciation et l’activité 
des ostéoclastes. 
Finalement, nous avons recruté et comparé un groupe de patients ayant une fracture 
osseuse à des personnes saines contrôles afin de déterminer si la PGD2 joue un rôle dans le 
remodelage osseux, et ce, en analysant leurs niveaux de PGD2 et d’enzyme de synthèse 
circulantes, ainsi que leurs niveaux de marqueurs cliniques de remodelage osseux. 
Mes travaux, de par leur approche moléculaire, cellulaire et clinique devraient mettre en 
relief la contribution de la PGD2 dans le métabolisme osseux humain ou, du moins, nous éclairer 
sur ses rôles potentiels. 
61 
 
3. ARTICLES RÉDIGÉS LORS DE MON DOCTORAT 
• Gallant MA, Slipetz D, Hamelin E, Rochdi MD, Talbot S, de Brum-Fernandes AJ, Parent JL. 
Differential regulation of the signaling and trafficking of the two prostaglandin D2 
receptors, prostanoid DP receptor and CRTH2. Eur J Pharmacol. 2007 Feb 28; 557 (2-3): 
115-23. 
• Gallant MA, Chamoux E, Bisson M, Wolsen C, Parent JL, Roux S, and de Brum-Fernandes 
AJ. Increased levels of Prostaglandin D2 during post-fracture bone remodeling in humans. 




4. RÉSUMÉ DES ARTICLES: 
1. Régulation différentielle de la signalisation et du routage intracellulaire des deux 
récepteurs de la prostaglandine D2, les récepteurs DP et CRTH2 
(Differential regulation of the signaling and trafficking of the two prostaglandin D2 
receptors, prostanoid DP receptor and CRTH2) 
 
Maxime A. Gallant, Deborah Slipetz, Émilie Hamelin, Moulay Driss Rochdi, Sébastien Talbot, Artur 
J. de Brum-Fernandes, et Jean-Luc Parent 
  
 La prostaglandine D2 (PGD2) agit sur deux récepteurs couplés aux protéines G, le 
récepteur de prostanoïdes DP et le récepteur CRTH2 (chemoattractant homologous receptor 
expressed on Th2 cells). Ici, nous caractérisons la régulation de la signalisation et du routage des 
récepteurs DP et CRTH2. Des tests en fonction du temps et des courbes dose-réponse ont 
montré que les deux récepteurs surexprimés dans des cellules HEK293, internalisent au 
maximum après 2 h de stimulation avec 1 µM de PGD2. La co-expression des kinases des 
récepteurs couplés aux protéines G, GRK2, GRK5 et GRK6 augmente l’internalisation de CRTH2 
induite par un agoniste, tandis que seulement GRK2 a un effet sur l’internalisation du récepteur 
DP. L’activation de la protéine kinase C (PKC) stimule l’internalisation des deux récepteurs. Fait 
intéressant, seulement l’internalisation de CRTH2 induit par la PGD2 et non celle du récepteur 
DP, est diminuée par l’inhibition de la PKC ou de la protéine kinase A (PKA). Nos données 
indiquent également que CRTH2 est soumis à une phosphorylation basale par la PKA, qui semble 
être impliquée dans son internalisation. L’internalisation du récepteur DP est promue par la co-
expression des arrestine-2 et -3, tandis que l’internalisation de CRTH2 est seulement augmentée 
par la co-expression de l’arrestine-3. La détection de l’internalisation des récepteurs CRTH2 et DP 
a été réduite par la co-expression de Rab4 et Rab11, respectivement, ce qui suggère une 
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régulation différentielle du recyclage de ces récepteurs. De plus, des expériences de microscopie 
en immunofluorescence ont montré que le récepteur DP co-localise spécifiquement avec Rab4 et 
CRTH2 avec Rab11. La signalisation du récepteur DP est régulée par la surexpression de GRK2, 
tandis que celle de CRTH2 est modulée par la surexpression des GRK2, -5 et -6. Nos résultats 
montrent une régulation différentielle des récepteurs DP et CRTH2, deux récepteurs de la PGD2.  
  
Contribution : J’ai effectué la majorité des expériences décrites dans le manuscrit (75 %). J’ai 
aussi participé à la création de la démarche expérimentale. De plus, j’ai fait l’analyse des 







2. Augmentation des niveaux de prostaglandine D2 lors du remodelage osseux post-
fracture 
(Increased levels of Prostaglandin D2 during post-fracture bone remodeling in humans) 
Maxime A. Gallant, Estelle Chamoux, Martine Bisson, Catarina Wolsen, Jean-Luc Parent, Sophie 
Roux, et Artur J. de Brum-Fernandes 
 
 L’objectif de ces travaux était de prouver notre hypothèse qui stipule que les niveaux de 
prostaglandine D2 (PGD2) corrèlent avec le remodelage osseux. Des études précédentes utilisant 
des cellules osseuses ont indiqué que la PGD2 joue un rôle dans la régulation de l’homéostasie 
osseuse, avec un impact positif de l’anabolisme osseux. Dans le travail présent, nous avons 
étudié des patients souffrant de fractures traumatiques et des contrôles du même âge et sexe 
comme étant un modèle humain in vivo d’augmentation du remodelage osseux. Trente-cinq 
patients avec fracture osseuse et des contrôles sains appariés ont été recrutés et des 
échantillons d’urine et de sérum ont été recueillis. Les niveaux urinaires de 11β-PGF2α, un 
métabolite de PGD2, des métabolites de PGE2 (PGEM), ainsi que les niveaux sériques de la PGD2 
synthétase de type lipocaline (L-PGDS), la phosphatase alcaline osseuse et les C-télopeptides du 
collagène de type I (CTX) ont été mesurés. Au cours d’une période de 5 à 6 semaines post-
fracture, les niveaux de 11β-PGF2α, L-PGDS, ALP osseuse, et CTX sont significativement plus 
élevés chez les patients atteints de fracture par rapport aux contrôles sains. Les niveaux des 
métabolites de la PGE2, les PGEM n’ont montré aucune différence entre les groupes. De plus, les 
niveaux de 11β-PGF2α et ALP osseuse démontrent une corrélation positive, ce qui suggère que la 
PGD2 peut être impliquée dans la réparation des fractures. Ces résultats confirment notre 




Contribution : J’ai effectué la majorité des expériences décrites dans le manuscrit (75 %). J’ai 
aussi participé à la création de la démarche expérimentale. De plus, j’ai fait l’analyse des 
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4.1.A. ABSTRACT  
Prostaglandin D2 (PGD2) exerts its actions on two G protein-coupled receptors, the prostanoid DP 
receptor and CRTH2 (chemoattractant homologous receptor expressed on TH2 cells). Here, we 
characterize the regulation of the signaling and trafficking of the prostanoid DP receptor and 
CRTH2. Time-course and dose-response curves showed that both receptors expressed in HEK293 
cells internalized maximally after 2 h of stimulation with 1 µM PGD2. Co-expression of the G 
protein-coupled receptor kinases GRK2, GRK5 or GRK6 increased agonist-induced internalization 
of CRTH2, while only GRK2 had an effect on the internalization of the prostanoid DP receptor. 
Protein kinase C (PKC) activation stimulated the internalization of both receptors. Interestingly, 
only PGD2-induced internalization of CRTH2, and not of prostanoid DP receptor, was decreased by 
inhibition of PKC or protein kinase A (PKA). Our data also indicate that CRTH2 is subjected to basal 
phosphorylation by PKA, which appears to be involved in CRTH2 internalization. Prostanoid DP 
receptor internalization was promoted by co-expression of arrestin-2 and -3, while the 
internalization of CRTH2 was increased by co-expression of arrestin-3 only. The detection of 
prostanoid DP receptor and CRTH2 internalization was reduced by the co-expression of Rab4 and 
Rab11, respectively, suggesting differential regulation of receptor recycling. Moreover, 
immunofluorescence microscopy experiments showed that the prostanoid DP receptor 
specifically co-localized with Rab4, and CRTH2 with Rab11. The signaling of the prostanoid DP 
receptor was regulated by GRK2 overexpression, while that of CRTH2 was modulated by 
overexpression of GRK2, -5 and -6. Our results show a differential regulation of the prostanoid DP 
receptor and CRTH2, two receptors for PGD2. 
 
Index words: G protein-coupled receptor, prostaglandin, DP, CRTH2 
68 
 
4.1.B. INTRODUCTION  
Prostaglandin D2 (PGD2) is a lipid mediator implicated in numerous pathophysiological 
events, including sleep (Hayaishi and Urade, 2002), asthma  (Matsuoka et al., 2000), inflammation 
(Kabashima and Narumiya, 2003; Nagata and Hirai, 2003), atherosclerosis (Ishizuka et al., 2004) 
and bone metabolism (Gallant et al., 2005). PGD2 synthesis is initiated upon arachidonic acid 
release from the plasma membrane by the action of phospholipases A2. Arachidonic acid is then 
converted to prostaglandin G2 and prostaglandin H2 by cyclooxygenases and the final isomerisation 
step is executed by the specific prostaglandin D synthases (Narumiya et al., 1999) to form the 
active PGD2.  
PGD2 acts on two different G protein-coupled receptors, namely prostanoid DP receptor 
(Boie et al., 1995) and CRTH2 (chemoattractant homologous receptor expressed on TH2 cells, also 
known as DP2) (Hirai et al., 2001). Prostanoid DP receptor is the newest member of the family of 
prostanoid receptors, cloned in 1995 by Boie et al. (Boie et al., 1995). It is coupled to Gαs and PGD2 
activation of prostanoid DP receptor thus leads to an increase in intracellular cAMP. Prostanoid 
DP receptor plays multiple roles in the immunological response, from delaying eosinophil 
apoptosis (Gervais et al., 2001) to inhibiting dendritic cell functions (Angeli et al., 2001; Hammad 
et al., 2003). Moreover, prostanoid DP receptor activation could be a catabolic stimulus for bone 
formation, as it decreases osteoprotegerin production by human osteoblasts (Gallant et al., 2005). 
CRTH2 was recently described as a new PGD2 receptor coupled to Gαi/o (Hirai et al., 2001). 
Unlike prostanoid DP receptor, CRTH2 is a member of the chemoattractant receptor family, 
sharing higher sequence homology to the fMLP and C5a receptors than to the prostanoid receptor 
family (Hirai et al., 2001). CRTH2 can also be activated by PGD2 metabolites, including 9α,11β-
prostaglandin F2 (Sandig et al., 2006) and the cyclopentanone derivatives of the prostaglandin J2 
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series (Sawyer et al., 2002), by the thromboxane A2 metabolite 11-dehydro-TBX2 (Bohm et al., 
2004) as well as by indomethacin (Hirai et al., 2002). The existence of these CRTH2 agonists 
suggests that this receptor may be of physiological importance even in absence of basal PGD2 
production. CRTH2 activation is responsible, at least in part, for PGD2 implications in asthma and 
inflammatory diseases (Kabashima and Narumiya, 2003; Nagata and Hirai, 2003) and allergic 
rhinitis (Nantel et al., 2004) while single nucleotide polymorphisms on the CRTH2 gene have been 
linked to asthma severity (Huang et al., 2004). 
Upon activation, most of the G protein-coupled receptors undergo more or less rapid 
desensitization and internalization resulting in the regulation of the intracellular signals they elicit. 
Receptor desensitization appears to be primarily mediated by phosphorylation of intracellular 
serine/threonine residues of the receptor by protein kinase A (PKA), PKC or G protein-coupled 
receptor kinases (GRKs). Phosphorylation of the receptor by GRKs leads to high affinity binding of 
a second class of proteins referred to as arrestins, which is thought to result in steric inhibition of 
G protein binding (Penela et al., 2003). The non-visual arrestins, arrestin-2 and arrestin-3, also 
promote receptor uptake into clathrin-coated pits. Arrestin-2 and -3 function as adapter proteins 
to recruit receptors to coated pits by virtue of their ability to bind to the phosphorylated receptor, 
clathrin and AP-2 (Ferguson, 2001).  Once internalized, G protein-coupled receptors are either 
degraded or recycled back to the plasma membrane. Receptor recycling to the cell surface can be 
controlled by the small GTPases Rab4 or Rab11.  For instance, we recently demonstrated that the 
recycling of the β isoform of the thromboxane A2 receptor (TPβ) is controlled by Rab11 and not by 
Rab4 (Hamelin et al., 2005; Theriault et al., 2004).  
Mechanisms of prostanoid DP receptor and CRTH2 desensitization and trafficking are 
poorly understood. While there is no report on prostanoid DP receptor internalization, Hirai et al. 
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reported that CRTH2 activation by PGD2 caused a down-regulation of the receptor cell surface 
expression on Th2 cells when studied by flow cytometry (Hirai et al., 2002). Hamada and colleagues 
repeated the experiment using human eosinophils and they also observed that CRTH2 cell surface 
expression was diminished upon stimulation of the receptor and that this decrease was due to 
CRTH2 internalization (Hamada et al., 2004). However, none of these studies described the 
molecular aspects of CRTH2 internalization. Desensitization experiments on Th2 cells using 
activated mast cells supernatants led to the discovery of the agonistic potential of PGD2 and its 
metabolite 13,14-dihydro-15-keto-PGD2 on CRTH2 (Hirai et al., 2001). However, no conclusions 
were given on the possible mechanisms involved in such events.  
In the present study, we report that the signaling and the trafficking of the prostanoid DP 







4.1.C. MATERIALS AND METHODS. 
Materials.  Fetal bovine serum (FBS), Dulbecco’s modified essential medium (DMEM) and 
phosphate-free DMEM were from Invitrogen, Burlington, ON, Canada. FuGENE 6TM transfection 
reagent was from Roche, Laval, Qc, Canada. Prostaglandin D2 was from Cayman Chemical (Ann 
Arbor, Michigan, USA) and anti-HA.11 monoclonal antibody was from Covance Research Products 
(Medicorp Inc, Montréal, QC, Canada). The goat anti-mouse conjugated alkaline phosphatase and 
colorimetric alkaline phosphatase substrate were from Bio-Rad (Hercules, CA, USA). Rhodamin 
Red anti-mouse was purchased from Molecular Probes (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). 
Vectashield was from Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA). [32P]i (phosphorus-32 
radionuclide inorganic) was from PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA, USA. cAMP EIA (enzyme 
immunoassay) kits were purchased from Amersham Biosciences (GE Healthcare Bio-Sciences Inc., 
Baie d'Urfé, QC, Canada). H-89 (N-[2-(p-Bromocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide 
dihydrochloride), GF109203X (2-[1-(3-Dimethylaminopropyl)indol-3-yl]-3-(indol-3-yl) maleimide) 
and dbcAMP (di-butyl cyclic adenosine monophosphate) were purchased from Biomol (Plymouth 
Meeting, PA, USA). All other reagents, unless specified, were from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, 
Canada).  
Cell culture and transfections. HEK (human embryonic kidney) 293 cells were kept in culture in 
DMEM, 20 mM HEPES, 10% FBS, pH 7.4, at 37oC in a 5% CO2, humidified atmosphere. For transient 
transfections, cells were grown to 70-80% confluence in 6-well plates or in 60-mm Petri dishes and 
transfection were performed using FuGENE6TM transfection reagent, according to the 




Internalization assay. For quantification of receptor internalization, ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay) were performed as we described previously (Parent et al., 2001; Parent et 
al., 1999). Briefly, HEK293 cells were seeded at 8 x 105 cells per 60-mm dish, transfected with 4 µg 
total of pcDNA3-HA-DP or pcDNA3-HA-CRTH2 alone or in combination with pcDNA3-GRK2, -GRK5, 
GRK6, -Flag-Rab4, -Flag-Rab11, or with -Myc-Arrestin2, or -Myc-Arrestin3. Transfection conditions 
were adjusted to obtain expression levels of ~2 x 105 receptors/cell as determined by radioligand 
binding experiments with 3H-PGD2, like we reported before (Boie et al., 1995). Twenty-four hours 
after the transfections, cells were transferred into 6 wells of a 24-well plate precoated with 0.1 
mg/ml poly(L-lysine). On the following day, the cells were washed once with phosphate-buffered 
saline (PBS) and incubated in the presence or the absence of 1 µM PGD2 for 120 min (unless 
otherwise specified) at 37°C in prewarmed DMEM supplemented with 0.5% BSA (bovine serum 
albumin) and 20 mM HEPES, pH 7.4. The medium was then removed and the cells were fixed in 
3.7% formaldehyde/TBS (Tris-buffered saline) (20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4) for 5 min at 
room temperature. Cells were washed three times with TBS and non-specific binding blocked with 
TBS/BSA 1% for 30 min. Anti-HA specific monoclonal antibody was then added at a dilution of 
1:1000 in TBS/BSA for 60 min. Next, cells were washed three times with TBS and blocked again in 
TBS/BSA for 15 min. Incubation with alkaline phosphatase-conjugated goat anti-mouse (1:1000 in 
TBS/BSA) was then carried out for 60 min. The cells were washed three times with TBS and 250 µl 
of a colorimetric alkaline phosphatase substrate (p-nitrophenyl-phosphate) was added. Plates 
were then incubated at 37°C until a yellow color appeared (standardized at 45 min of incubation). 
A 100 µl aliquot of the colorimetric reaction was taken, neutralized by the addition of 100 µl NaOH 
0.4 N and absorbance read at 405 nm using a Titertek Multiskan MCC/340 spectrophotometer. 
Cells transfected with pcDNA3 alone were studied concurrently to determine background. Results 
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are shown as % of cell surface receptor loss, where the non-stimulated wells represent 100% of 
receptor cell surface expression. 
 
Receptor phosphorylation assay. Phosphorylation of CRTH2 was assessed essentially as we 
described previously (Rochdi and Parent, 2003). Briefly, 3.5 × 105 HEK293 cells were seeded in 6-
well plates and grown overnight as described above and transfected the following day with 
pcDNA3, or pcDNA3-HA-CRTH2. Forty-eight hours after transfection, the cells were washed once 
with TBS and incubated for 2 h in phosphate-free DMEM with 5 µCi/ml [32P]i at 37°C. The cells 
were then incubated in the presence or absence of 20 µM H-89 (PKA inhibitor) or 1 µM GF109203X 
(PKC inhibitor) for 30 min, followed by a 30-min stimulation with 1 µM PMA (phorbol 12-myristate 
13-acetate) or dbcAMP (dibutyril cAMP) for PKC and PKA activation, respectively. The cells were 
then washed twice with cold TBS and harvested in 600 µl of lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 
pH 8.0, 1% Nonidet P-40, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 10 mM Na2P2O7, 5 mM EDTA) 
supplemented with protease inhibitors (9 nM pepstatin, 9 nM antipain, 10 nM leupeptin, and 
10 nM chymostatin). After the cells were incubated in lysis buffer for 60 min at 4°C, the lysates 
were clarified by centrifugation for 20 min at 14,000 rpm at 4°C. Four µg of HA-specific monoclonal 
antibody were added to the supernatant. After 60 min of incubation with rotation at 4°C, 50 µl of 
50% protein A-agarose pre-equilibrated in lysis buffer was added, followed by an overnight 
incubation at 4°C with rotation. Samples were then quickly centrifuged and the pellet washed 
three times with 1 ml of ice-cold lysis buffer. Immunoprecipitated proteins were eluted by addition 
of 50 µl of SDS sample buffer followed by a 30-min incubation at room temperature. The 
immunoprecipitates were resolved on 10% SDS-PAGE (sodium dodecyl (lauryl) sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis) gels. The gels were dried and subjected to autoradiography. 
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Immunofluorescence microscopy. Intracellular localization of internalized receptors and Rab 
proteins was performed as previously described (Hamelin et al., 2005; Laroche et al., 2005a; 
Theriault et al., 2004). Briefly, HEK293 cells were seeded in 6-well plates and transfected the 
following day with 2 µg of DNA per well. The next day, cells were transferred onto 25-mm glass 
coverslips coated with 0.1 mg/ml of poly(L-lysine), and allowed to attach overnight under normal 
growth conditions. Cell surface receptors were then stained using a monoclonal anti-HA antibody 
(1/500) for 1 h at 4oC in DMEM 20 mM HEPES, 1% BSA pH 7.4. Coverslips were then washed 3 
times in ice-cold PBS, and stimulated with 1 µM PGD2 in prewarmed DMEM 20 mM HEPES, 0.5% 
BSA, pH 7.4 at 37°C. Stimulation was stopped with 3 washes in PBS followed by fixation in 4% para-
formaldehyde for 30 min in the dark. Plates were washed again 3 times in PBS and permeabilized 
in PBS 0.1% Triton X-100 for 30 min, rapidly washed in PBS/Triton and blocked in PBS/Triton 5% w 
v-1 fat-free dried milk powder for another 30 min. Rhodamin Red anti-mouse was then applied 
(1/200) in blocking buffer for 60 min, at room temperature in the dark. Coverslips were finally 
washed 3 times in PBS-Triton, and mounted onto glass slides using Vectashield. Fluorescent 
microscopy was performed on a Nikon Eclipse TE-2000 microscope equipped with a Hamamatsu 
CCD Meteor II Digital camera and images were acquired and processed using SimplePCI v5.0 
software (Compix Inc, Lake Oswego, Oregon, U.S.A.). 
 
Intracellular cAMP determination. cAMP accumulation was determined using a commercial cAMP 
EIA kit according to the manufacturer’s instructions. Cells were plated into 6-well plates and 
transfected with the indicated constructs. The following day, transfected cells were manually 
detached and transferred at a density of 4 x 104 cells/well into 96-well plates (pre-coated with 
poly-L-lysine, 0.1 mg/ml) and allowed to attach overnight. When indicated, cells were pre-treated 
with PGD2 (5 µM) in culture media for the appropriate time points, washed with culture media and 
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restimulated with the agonist (1 µM) or Forskolin (1 µM) for the indicated time in presence of 1 
mM IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine). Cells were then rinsed in PBS, lysed and intracellular 
cAMP content was measured. 
 
Statistical analyses. Data are presented as means ± S.E.M. from at least 3 independent 
experiments. Images shown are representative of at least 3 experiments. Statistical analyses were 
performed using Prism v4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) using the Student’s t test. 




Characterization of the internalization of the PGD2 receptors 
Internalization of HA-tagged PGD2 receptors expressed in HEK293 cells was quantified by ELISA, as 
we did for other receptors before (Laroche et al., 2005b; Parent et al., 2001; Parent et al., 1999; 
Theriault et al., 2004). Figure 1A shows the internalization kinetics of the prostanoid DP receptor 
and CRTH2. Both receptors internalized when stimulated with 1 µM PGD2, reaching a plateau after 
120 to 240 min of stimulation. Approximately 25% of the prostanoid DP receptor population 
expressed at the membrane level internalized, while ~20% of CRTH2 internalized. A dose-response 
experiment of receptor internalization was then performed for 120 min (Fig. 1B). Both the 
prostanoid DP receptor and CRTH2 internalized dose-dependently with EC50s of 54 and 70 nM, 
respectively, with a maximum of internalization of ~27% for prostanoid DP receptor and ~18% for 
CRTH2 after stimulation with 1 µM PGD2. The following stimulation conditions, 1 µM PGD2 for 120 
min, were thus used for the rest of the internalization experiments unless specified otherwise. To 
further characterize the mechanisms of internalization of the prostanoid DP receptor and CRTH2, 
the receptors were co-expressed with dynamin-K44A, a dynamin mutant deprived of its GTPase 
activity. Figure 1C illustrates that dynamin-K44A potently inhibited internalization of the 
prostanoid DP receptor and CRTH2 (51% reduction for prostanoid DP receptor, P<0.01 and 61% 
for CRTH2 P<0.01). The prostanoid TPβ receptor was used as a control for dynamin-dependant 
receptor internalization as we reported (Parent et al., 1999). Dynamin-K44A did not affect receptor 
numbers on the cell surface for the prostanoid DP receptor and CRTH2 (data not shown), but 
prevented constitutive internalization of the prostanoid TPβ receptor and provoked roughly a 40% 














Fig. 1 - Internalization of the PGD2 receptors. HEK293 cells expressing HA-tagged prostanoid DP 
receptor (■) or CRTH2 (▲) were stimulated with 1 µM PGD2 for up to 240 min (A) or with increasing 
doses of PGD2 for 120 min (B) and cell surface receptor loss was quantified by ELISA as described 
in Materials and Methods. (C) Cells expressing prostanoid DP receptor, CRTH2 or prostanoid TPβ 
receptor were co-transfected with pcDNA3-Dynamin-K44A or pcDNA3 alone, stimulated with 1 
µM PGD2 (prostanoid DP receptor and CRTH2) or 0.1 µM U-46619 (prostanoid TPβ receptor) for 
120 min and receptor internalization was quantified.  Mock-transfected cells were used to 
determined background. Results are shown as means ± SEM. N=4 
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Implication of GRKs, PKA and PKC in the internalization of the PGD2 receptors 
Next, we assessed whether GRKs could modulate the internalization of the prostanoid DP receptor 
and CRTH2. Co-expression of GRK2 significantly increased PGD2-induced internalization of the 
prostanoid DP receptor by 25% (P<0.05), whereas it promoted the internalization of CRTH2 by 88% 
(P<0.001) (Fig. 2A). Interestingly, the internalization of the prostanoid DP receptor was not 
affected, while that of CRTH2 was more than doubled, by the co-expression of GRK5 or GRK6 (Fig. 
2A). Indeed, ~18% of CRTH2 internalized when the receptor was expressed alone while this 
number was increased to ~39% and ~42% when CRTH2 was co-expressed with GRK5 or GRK6, 
respectively. Western blot analysis of cell lysates showed that co-expression of the GRK constructs 
did not affect the total level of receptor protein expression following agonist treatment (Fig. 2B).  
The role of PKA and PKC in the internalization of the prostanoid DP receptor and CRTH2 
was also investigated. PKC activation by PMA resulted in the internalization of ~20-22% of both 
receptors (Fig. 2C). This PMA-induced internalization of the receptors was inhibited by the PKC 
inhibitor GF109203X. Inhibition of PKC with GF109203X also reduced the PGD2-mediated 
internalization of CRTH2 (60% inhibition, P<0.01) but not of the prostanoid DP receptor (Fig. 2C). 
To our surprise since CRTH2 is a Gαi-coupled receptor, inhibition of PKA by H-89 significantly 
decreased PGD2-mediated CRTH2 internalization by 66% (P<0.01) (Fig. 2D). The internalization of 
the prostanoid DP receptor, a Gαs-coupled receptor, was not inhibited by treatment with H-89. 
We then examined the effect of applying PGD2 and dbcAMP or PMA simultaneously on receptor 
internalization. Fig. 2E shows that stimulation with dbcAMP did not induce receptor internalization 
by itself, and also failed to alter the PGD2-mediated internalization of the prostanoid DP receptor 
and CRTH2. The internalization of the prostanoid DP receptor was not significantly modified by co-









Fig. 2 - Implication of GRKs, PKA and PKC in the internalization of the PGD2 receptors. (A) HA-tagged 
prostanoid DP receptor (open bars)- or CRTH2 (closed bars)-expressing HEK293 cells were co-
transfected with either pcDNA3, pcDNA3-GRK2, -GRK5 or -GRK6 and loss of cell surface receptors 
was quantified following PGD2 stimulation by ELISA, as described in Materials and Methods. (B) 
Lysates of HEK 293 cells transfected with the indicated constructs were subjected to Western blot 
analysis with an anti-HA monoclonal antibody to study the effect of GRK co-expression on total 
receptor protein levels after agonist treatment. (C) Cells transfected with pcDNA3-HA-DP or HA-
CRTH2 were pretreated with the PKC inhibitor GF109203X (1 µM) or the vehicle for 60 min and 
stimulated with 1 µM PMA (PKC activator) or with 1 µM PGD2 for 120 min. The cells were then 
subjected to ELISA to assess loss of cell surface receptors. (D) H-89 (PKA inhibitor, 20 µM) or vehicle 
was applied for 60 min on HA-tagged prostanoid DP receptor and CRTH2 expressing HEK293 cells. 
The cells were then stimulated with 1 µM PGD2 for 120 min preceding the ELISA. (E) HEK293 cells 
expressing the HA-tagged prostanoid DP receptor or CRTH2 were stimulated with 1 µM PGD2, 1 
µM PMA, or 1 µM dbcAMP alone or in combination for 120 min and internalization of the receptors 




with PMA only. However, internalization of CRTH2 was significantly augmented by co-stimulating 
the cells with both PMA and PGD2 when compared to PMA or PGD2 alone. 
We then assessed whether CRTH2 could be a phosphorylation substrate for PKA and PKC. 
Figure 3 shows that activation of PKC by PMA induced CRTH2 phosphorylation, which was inhibited 
by GF109203X. PKA activation by dbcAMP did not modify the level of CRTH2 phosphorylation. 
Interestingly, our data indicate that CRTH2 is phosphorylated in a basal state and that PKA 
inhibition with H-89 completely eliminated basal phosphorylation of CRTH2.  
 
Modulation of the prostanoid DP receptor and CRTH2 internalization by arrestins 
We then evaluated if arrestins could promote the internalization of the prostanoid DP receptor 
and CRTH2. Co-expression of arrestin-3 resulted in the promotion of the internalization of both 
the prostanoid DP receptor and CRTH2 by 53% (P<0.05) and 90% (P<0.001), respectively (Fig. 4A). 
On the other hand, co-expression of arrestin-2 promoted the PGD2-induced internalization of the 
prostanoid DP receptor by 43% (P<0.05) but failed to promote the internalization of CRTH2 (Fig. 
4A). Cell surface expression of the receptors in absence of PGD2 was not altered by co-expression 
of arrestins (not shown). 
 
Involvement of Rab4 and Rab11 in the trafficking of the prostanoid DP receptor and CRTH2 
Rab4 and Rab11 are small GTPases known to promote the recycling of various cell surface proteins. 












Fig. 3 - CRTH2 phosphorylation.  HA-CRTH2-expressing HEK293 cells were labelled with 32Pi as 
described in Material and Methods. Following pretreatment with PKC and PKA inhibitors (1 µM 
GF109203X and 20 µM H-89, respectively) cells were stimulated with PKC and PKA activators (1 
µM PMA and 1 µM dbcAMP, respectively) and then lysed. HA-CRTH2 was immunoprecipitated, 


















Fig. 4 - Implication of arrestins, Rab4, and Rab11 in the trafficking of the prostanoid DP receptor 
and CRTH2.  A) pcDNA3-arrestin-2 or arrestin-3 was co-transfected with either pcDNA3-HA-DP or 
-HA-CRTH2 in HEK293 cells. The cells were stimulated with PGD2 and ELISA was performed to 
detect cell surface receptor loss. B) HA-tagged prostanoid DP receptor- and CRTH2-expressing cells 
were transfected with pcDNA3, pcDNA3-Flag-Rab4 or pcDNA3-Flag-Rab11 and subjected to 
agonist-induced internalization detected by ELISA as described above. Results are shown as means 
± SEM. N=5. 
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and CRTH2 was regulated by Rab4 and/or Rab11. Co-expression of Rab4 with the prostanoid DP 
receptor significantly decreased the loss of receptors from the cell surface (64% reduction, P<0.01) 
while no effect was observed on CRTH2 (Fig. 4B). Conversely, co-expression of Rab11 with the 
receptors produced a 28% (P<0.05) reduction in the loss of CRTH2 from the cell surface but had 
no effect on the internalization of the prostanoid DP receptor.  
Because of the effects of Rab4 and Rab11 on the trafficking of the prostanoid DP receptor 
and CRTH2 we next decided to perform co-localization experiments for both receptors with these 
two Rab proteins by fluorescence microscopy. Internalized CRTH2 receptors co-localized 
predominantly with Rab11 while only faint co-localization was seen with Rab4 (Fig. 5A). 
Interestingly, the opposite was observed for the prostanoid DP receptor. Strong co-localization of 
the internalized prostanoid DP receptor was seen with Rab4, whereas virtually no co-localization 
was detected with Rab11 (Fig. 5B).  
 
Regulation of prostanoid DP receptor and CRTH2 signaling 
The regulation of prostanoid DP receptor signaling was studied by measurements of total 
intracellular cAMP content. Figure 6 illustrates that the signaling of the prostanoid DP receptor is 
inhibited by ~45% after a 120-min prestimulation with agonist when the receptor is expressed 
alone (pcDNA3). Co-expression of GRK2 with the prostanoid DP receptor drastically accelerated 
the inhibition of signaling as reflected by a ~45% reduction in cAMP production reached after only 
15 min of prestimulation with agonist. GRK5 also inhibited prostanoid DP receptor signaling, 
although slower than GRK2, with a maximum effect that peaked at 60 min of PGD2 prestimulation. 


















Fig. 5 - Co-localization of PGD2 receptors with Rab4 and Rab11. HEK293 cells were co-transfected 
with either pcDNA3-HA-CRTH2 (A) or -HA-DP (B) along with peGFP-Rab4 or -Rab11. Co-localization 
of internalized receptors with green fluorescent protein (GFP)-tagged Rab proteins was observed 
under fluorescent microscopy following 1 µM PGD2 stimulation for 60 min, as described under 
Materials and Methods. Images shown are representative of 80% of the transfected cells that we 















Fig. 6 - Regulation of prostanoid DP receptor signaling by G protein-coupled receptor kinases.  
HEK293 cells expressing HA-DP alone (▲) or in combination with GRK2 (●), GRK5 (■) or GRK6 (○) 
were prestimulated with 5 µM PGD2, for 0, 15, 60 or 120 min, washed, and restimulated with 1 
µM PGD2 in presence of 1 mM IBMX for 5 min. Intracellular cAMP content was then measured. 




CRTH2 is a Gαi-coupled receptor. We thus measured the capacity of CRTH2 to inhibit 
forskolin-induced cAMP formation in HEK293 cells. As shown in Figure 7, activation of CRTH2 when 
expressed alone (pcDNA3) caused a time-dependent reduction in forskolin-induced cAMP 
production which reached a plateau of ~40% at 60 min. Co-expression of both GRK2 and GRK5 
potently decreased the ability of CRTH2 to inhibit the forskolin-induced cAMP production. On the 
other hand, there was only a transient effect of GRK6 co-expression in the early response of CRTH2 
(15 and 60 min), which was lost after 120 min of stimulation when compared to CRTH2 expressed 
alone. Treatment with PKA and PKC inhibitors failed to significantly modulate the signaling of DP 















Fig. 7 - Effects of G protein-coupled receptor kinase overexpression on the regulation of CRTH2 
signaling. HEK293 cells expressing HA-CRTH2 alone (▲) or in combination with GRK2 (●), GRK5 (■) 
or GRK6 (○) were used to determine regulation of CRTH2 signaling. Cells were pre-stimulated with 
5 µM PGD2 for the indicated time points, then 1 µM Forskolin was added for 5 min to stimulate 
adenylyl cyclase activity in presence of 1 mM IBMX. Results are shown as % of Forskolin-induced 
cAMP production. N=3. 
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4.1.E.  DISCUSSION 
In the present study, we characterized the molecular mechanisms involved in the 
regulation of the prostanoid DP receptor and CRTH2, and demonstrated that these two receptors 
for the same ligand are differentially regulated. Our results show that both the prostanoid DP 
receptor and CRTH2 internalize to similar extent following PGD2 stimulation when expressed in 
HEK293 cells. The vast majority of G protein-coupled receptors are internalized through a 
dynamin-dependent pathway following agonist binding. Yet, some G protein-coupled receptors 
were shown to undergo agonist-induced internalization through a dynamin-independent 
mechanism (Estall et al., 2004; Schlador et al., 2000; Walker et al., 1999). Our data demonstrate 
that the internalization of the prostanoid DP receptor and CRTH2 is dynamin-dependent in HEK293 
cells.  
GRKs can show specificity towards selected G protein-coupled receptors (Penela et al., 
2003). Interestingly, our results show that the prostanoid DP receptor and CRTH2 are differentially 
regulated by overexpression of GRKs. GRK2 overexpression resulted in the promotion of the 
internalization of both receptors but was significantly more effective on CRTH2 than on the 
prostanoid DP receptor. On the other hand, overexpression of GRK5 and GRK6 promoted the 
internalization of CRTH2 but not of the prostanoid DP receptor.  
Regulation of signaling by overexpression of GRKs was also different for the prostanoid DP 
receptor and CRTH2. Signaling by both receptors was potently inhibited by overexpression of 
GRK2. However, GRK5 overexpression had only a transient effect on prostanoid DP receptor 
signaling while it was as effective as GRK2 in inhibiting CRTH2 signaling at all the time points that 
were tested. Overexpression of GRK6 also resulted in differential regulation of the two receptors. 
GRK6 overexpression inhibited the signaling of CRTH2 at early time points whereas it did not 
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decrease prostanoid DP receptor signaling over the time interval studied. The effects of 
overexpression of GRKs on the signaling of the two receptors corroborate those observed on 
receptor internalization. GRK2 overexpression inhibited the signaling and promoted the 
internalization of both receptors. GRK5 overexpression had more sustained effects on, and GRK6 
inhibited only, the signaling of CRTH2 and both kinases promoted the internalization of CRTH2 
specifically. This could be suggestive that the inhibition of signaling and the promotion of 
internalization are regulated by the phosphorylation of the same serine/threonine residues on 
intracellular domains of the receptor. However, the transient GRK5-mediated phosphorylation 
involved in the inhibition of prostanoid DP receptor signaling after 60 min of agonist stimulation 
does not appear to promote the internalization of the prostanoid DP receptor We can only 
speculate that the GRK5 action is too transient or occurs too late to be able to play a role in the 
promotion of receptor internalization. An alternative explanation could be that in this particular 
case, the residue phosphorylated by GRK5 on the prostanoid DP receptor does not favour 
recruitment of arrestins, in contrast to GRK2. Further experiments will be needed to resolve this 
issue. The differential sensitivities of the prostanoid DP receptor and CRTH2 to overexpression of 
GRKs are likely determined by differences in the amino acid sequences and the size of the 
intracellular domains of the receptors. For instance, the prostanoid DP receptor has a short C-
terminus of 28 amino acids containing 6 serine/threonine residues while the same CRTH2 domain 
is comprised of 87 amino acids of which 21 are serines or threonines.  
Our data show that the prostanoid DP receptor and CRTH2 can be induced to internalize 
following PMA-mediated activation of PKC suggesting that both receptors can be subjected to 
heterologous regulation by PKC. The prostanoid DP receptor is a Gαs-coupled receptor and is not 
expected to lead to PKC activation. Contrary to what was anticipated, simultaneous stimulation of 
the cells with PGD2 and PMA did not result in a significant additive effect on the internalization of 
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the prostanoid DP receptor.   This could be caused by each individual stimulus being able to 
maximally induce internalization of the receptor. In contrast, co-stimulation of CRTH2 with PGD2 
and PMA significantly increased internalization of the receptor when compared to the 
internalization resulting from the separate treatments. This could be explained by a number of 
reasons. It is possible that PGD2 and PMA do not activate the same classes of PKCs. It can also be 
envisaged that the high number of phosphorylation sites on the CRTH2 protein provides for a 
range of receptor phosphorylation levels, and that co-stimulation with PGD2 and PMA results in 
greater phosphorylation of the receptor than the independent stimulations.  Only the PGD2-
induced internalization of CRTH2 was diminished by inhibition of PKC. This appears logical when 
considering that CRTH2 is coupled to Gαi/o signaling leading to PKC activation, while the prostanoid 
DP receptor is a Gαs-coupled receptor. For the same reasons, we were surprised to observe that 
the agonist-induced internalization of CRTH2, but not of the prostanoid DP receptor, was affected 
by PKA inhibition. Since CRTH2 is not an activator of PKA, our data suggest that CRTH2 is 
phosphorylated by PKA that is activated by other endogenous receptor systems. If that was the 
case, then we would expect CRTH2 to be phosphorylated by PKA in absence of PGD2. Our data 
confirmed that hypothesis. Together, our results suggest that basal phosphorylation of a G 
protein-coupled receptor not coupled to Gαs, like CRTH2, by a PKA-mediated mechanism can be 
involved in its agonist-induced internalization. We cannot conclusively exclude, however, that 
sensitivity to PKA activation of CRTH2 basal phosphorylation may from a mechanistic point of view 
be unrelated to PKA-sensitivity of PGD2-mediated internalization. There are a number of potential 
consensus PKA phosphorylation sites on CRTH2. Further experiments underway in our laboratory 
will attempt to identify the serine/threonine residues implicated in the PKA effect on CRTH2 
internalization. Heterologous regulation of the prostanoid DP receptor and CRTH2, as well as basal 
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phosphorylation of CRTH2, could result from the cross-talk with various signaling pathways that 
remain to be defined.  
From our study, it also appears that PKA- and PKC-mediated phosphorylation is 
differentially involved in the signaling and trafficking of CRTH2. Inhibition of PKA and PKC activity 
did not significantly affect the signaling of CRTH2, but yet, it potently decreased PGD2-mediated 
internalization of CRTH2. This is another indication that phosphorylated residues can be involved 
specifically in the regulation of the signaling or the trafficking of a receptor. Alternatively, PKA and 
PKC could also act on other targets than the receptor itself which could be involved in receptor 
internalization.  
Another interesting differential regulatory element was seen in the selectivity of arrestin-
2 and -3 to promote the internalization of the prostanoid DP receptor and CRTH2. Arrestin-3 
promoted the internalization of both receptors. In agreement with our results for CRTH2, 
Mathiesen et al. reported that PGD2-mediated activation of CRTH2 promoted arrestin-3 
translocation to the receptor (Mathiesen et al., 2005). However, our data showed that arrestin-2 
only promoted the internalization of the prostanoid DP receptor. Selectivity of arrestins for G 
protein-coupled receptors has been reported before (Luttrell and Lefkowitz, 2002). What is of 
particular interest here is that there is arrestin selectivity for two different receptors for the same 
ligand. Arrestins are scaffolding proteins with a growing list of interacting partners. Some of these 
partners are specific to either arrestin-2 or -3. Thus, depending on which receptor it binds to, PGD2 
could activate diverse signaling pathways because of the selectivity of its two receptors for 
arrestins. This could add a layer of complexity in the signaling pathways activated by the two 
receptors in addition to their different coupling to heterotrimeric G proteins.  
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Recycling of G protein-coupled receptors back to the cell surface after their internalization 
is an important process involved in maintaining the ability of a cell to respond to repeated or 
sustained agonist stimulation. Two small Rab GTPases are known to be involved in the recycling of 
receptors to the plasma membrane, Rab4 and Rab11. We previously reported that the prostanoid 
TPβ receptor recycling was dictated by Rab11 and not by Rab4 (Hamelin et al., 2005; Theriault et 
al., 2004). In these studies, we demonstrated that Rab11 co-expression was reducing the 
internalization of the prostanoid TPβ receptor by promoting receptor recycling to the cell surface 
(Hamelin et al., 2005; Theriault et al., 2004). Here, recycling of the prostanoid DP receptor 
appeared to be promoted by Rab4 overexpression specifically, and not by Rab11. The reverse was 
observed for CRTH2, although to a lesser extent. These data corroborated the 
immunofluorescence microscopy experiments showing that the prostanoid DP receptor co-
localized predominantly with Rab4, and not Rab11, whereas the reverse co-localization was 
detected for CRTH2. The smaller effect of Rab11 on recycling of CRTH2 to the cell surface is 
consistent with studies made in eosinophils and Th2 cells showing that a fraction of CRTH2 is 
targeted to degradation after its internalization (Hamada et al., 2004; Hirai et al., 2001). 
The molecular modulation of prostanoid DP receptor and CRTH2 signal transduction and 
trafficking could dictate the global response of a tissue to PGD2. As an example, we recently 
reported that human osteoblasts produced PGD2 and possess both the prostanoid DP receptor 
and CRTH2. In these cells, activation of the prostanoid DP receptor could favor bone resorption. In 
contrast, CRTH2 activation can potentially increase bone formation (Gallant et al., 2005). 
Therefore in that system, favoring CRTH2-mediated signaling while restricting that of the 
prostanoid DP receptor could lead to an increase in bone anabolism, which could be beneficial in 
pathologies such as osteoporosis or in metabolic processes like fracture repair to reduce bone loss 
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4.2. INCREASED LEVELS OF PROSTAGLANDIN D2 DURING POST-FRACTURE BONE REMODELING IN 
HUMANS 
Maxime A. Gallant, Estelle Chamoux, Martine Bisson, Catarina Wolsen, Jean-Luc Parent, Sophie 
Roux, and Artur J. de Brum-Fernandes 1 
ABSTRACT. 
Objective. To test the hypothesis that increased levels of prostaglandin D2 (PGD2) correlate with 
bone remodeling.  
Introduction. Studies using isolated bone cells indicate that PGD2 can be implicated in the 
regulation of bone homeostasis, with a positive impact of bone anabolism. In the present work we 
studied humans with traumatic fractures and age- and sex-matched controls as an in vivo model 
of increased bone remodeling.  
Methods. Thirty-five patients with bone fracture and matched healthy controls were recruited. 
Urine and sera samples were collected. Urinary 11β-PGF2α, a PGD2 metabolite, and PGE2 
metabolites (PGEM), serum lipocalin-type PGD2 synthase, bone alkaline phosphatase (bone ALP), 
and crosslinked C-telopeptides of type I collagen (CTX) were measured.  
Results. At 5-6 weeks post-fracture, 11β-PGF2α, L-PGDS, bone ALP, and CTX are significantly 
increased in the fracture patients compared to controls. PGEM levels are not different between 
groups. Moreover, levels of 11β-PGF2α and bone ALP are positively correlated, suggesting that 
PGD2 may be implicated in fracture repair.  
Conclusion. These results support our working hypothesis that PGD2 could be implicated in the 
control of bone anabolism in humans.  
 
Key Indexing Terms: Bone; Prostaglandin D2; Prostaglandin synthase; Fracture repair; Bone 
remodeling 
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Fracture repair is a physiological process where inflammation, angiogenesis, and bone remodeling 
play important roles. A number of local and systemic factors influence the fracture repair process: 
these include cytokines, growth factors and lipid mediators which tightly regulate the action of the 
cells responsible for bone healing1-3. 
Prostaglandins (PGs) strongly influence the process of fracture repair, as demonstrated by 
a delayed repair in mice null for cyclooxygenases-2 (COX-2)4 and by animal studies where COX 
inhibitors were used5,6. However, despite the common use of non-steroidal anti-inflammatory 
drugs (NSAIDs) post-surgery and post-fracture, the effects of COX inhibition, if any, remain unclear 
during fracture repair in humans7. Some studies suggest that COX inhibition may delay fracture 
healing or increase the rate of non-unions8,9, but prospective and controlled clinical trials are still 
lacking. Prostaglandins may, thus, play a role in human bone metabolism, remodeling and repair.  
PGs act on osteoblasts and osteoclasts, which are the cells responsible for bone formation 
and resorption, respectively10. PGD2 is mostly known for its effects on the immune system and 
sleep11,12, but recent evidence suggests new roles for this PG in bone physiology. We demonstrated 
that human osteoblasts produce PGD2, and express functional PGD2 receptors, DP and CRTH2. 
Activation of both receptors can lead to a different osteoblast phenotype, as DP receptor 
activation decreases OPG secretion, while CRTH2 increases osteoblast migration and decreases 
RANKL expression13.  Moreover, PGD2 and its metabolites are potent inducers of collagen synthesis 
by human osteoblasts in culture14,15. Recently, we showed that PGD2 inhibits both human 
osteoclast differentiation and mature osteoclast activity, reducing bone resorption in vitro16. These 
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results suggest that PGD2 may have a physiological role in bone remodeling, favouring bone 
anabolism.  
PGD2 is produced by two terminal PGD2 synthases: hematopoietic-type synthase (H-PGDS) 
or lipocalin-type (L-PGDS) synthase. H-PGDS is strongly expressed by immune cells while L-PGDS is 
mostly expressed in the brain and heart17.  In addition to PGD2 synthesis, L-PGDS also acts as a 
transporter for small lipophilic ligands such as retinoids and thyroid hormones. Altered expression 
of L-PGDS has been related to detached retinas18, atherosclerosis19, sleep disorders20-22, and 
impaired renal function in diabetes23,24.  However, no evidence in the literature links this enzyme 
to human bone metabolism.  
The present study is based on the hypothesis that PGD2 is an important anabolic autacoid 
implicated in bone repair, as suggested by the in vitro studies using isolated osteoblasts and 
osteoclasts. Should this hypothesis be true, we would expect PGD2 production to be increased in 
vivo during situations of increased bone remodeling. We studied patients with traumatic fractures 
and compared them to age- and sex-matched controls as a model of increased bone turnover to 
test this hypothesis. Specifically, we determined the levels of a stable PGD2 metabolite and of L-
PGDS in patients within 5-6 weeks post-fracture, a period of active bone remodeling, and 
compared these levels to healthy controls. 
  
4.2.B. MATERIALS AND METHODS 
Patients. Patients with traumatic bone fracture were recruited 5-6 weeks post-fracture at the 
Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke (CHUS) in collaboration with the Division of 
orthopaedic surgery during their routine visit at the hospital. The patients gave informed consent 
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and the study was approved by the institution’s Ethics Review Board. Age-, sex-, and weight-
matched healthy controls were recruited at the same center and Bishop's University (Sherbrooke, 
QC Canada). Patients and controls were excluded from the study if they used NSAIDs or 
corticosteroids less than 7 days before enrolment, if they ever received calcitonin, 
bisphosphonates or chemotherapy treatments, or if they suffered from kidney failure, diabetes, 
or asthma.  
Blood and urine samples. Urine and blood samples were collected at the time of recruitment. Urine 
samples were immediately centrifuged at 1,500 x g for 15 min and the supernatants were frozen 
at -80°C until analyzed. Whole blood was drawn by standard venipuncture without anticoagulants, 
allowed to coagulate for 30 min at room temperature, and the serum was separated by 
centrifugation at 1,500 x g for 15 min. Serum aliquots were frozen at -80°C until analyzed.  
Biochemical markers. Prostaglandin D2 production was assessed by measuring the levels of the 
PGD2 primary stable metabolite 11β-PGF2α in urine samples using enzyme immunoassay (EIA) kits 
from Cayman Chemical Co., with a detection limit of 5.5 pg/ml. This assay specifically recognizes 
11β-PGF2α with less than 0.01% cross-reaction towards PGD2 or PGE2.  
Prostaglandin E2 production was assayed by measuring a stable PGE2 metabolite (PGEM) 
after chemical derivatization of PGE2 and its primary metabolites, namely 13,14-dihydro-15-keto 
PGE2 and 13,14-dihydro-15-keto PGA2, in the standards and urine samples to the single PGEM 
compound. PGEM concentrations were determined using commercial EIA kits from Cayman 
Chemical Co. following manufacturer’s protocol, with a detection limit of 2 pg/ml.  
The lipocalin-type PGD2 synthase expression was determined in the serum using the 
Prostaglandin D Synthase (lipocalin-type; human) EIA dosage kit from Cayman Chemical Co. 
(detection limit of 2 ng/ml), according to the manufacturer’s protocol.  
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Bone formation occurring during fracture repair was assessed by serum bone-specific 
alkaline phosphatase (bone ALP) measured by commercial enzyme-linked immunosorbant assay 
(ELISA), Metra® BAP from Quidel (distributed by Medicorp Inc., Montreal, QC) on thawed serum 
aliquots. This ELISA detects as low as 0.7 U/L of bone ALP with 3-8 % cross-reactivity with liver ALP 
and 0.4 % towards intestine ALP.  
To assess bone resorption, serum C-terminal telopeptides of type 1 collagen (CTX) were 
measured using the Serum CrossLaps® ELISA from Nordic Bioscience Diagnostics (Medicorp Inc.). 
This ELISA has a detection limit of 0.020 ng/ml of CTX in a linear range up to 3.380 ng/ml. 
Urine creatinine was measured (VITROS 950 System Chemistry, Ortho Clinical Diagnostics, 
Johnson & Johnson) and used to correct urine prostaglandin values.  
Statistical analyses. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 5.01. The 
Wilcoxon signed rank test was used to compare patients to paired controls, while non-parametric 
Spearman correlations were used between markers.  Data are shown as means ± S.E.M. Results 
were considered significant when p < 0.05.  
 
4.2.C. RESULTS 
This study was designed to assess the possible changes in the stable PGD2 metabolite 11β-
PGF2α and L-PGDS in patients during the active bone formation phase of fracture repair. A cohort 
of 35 patients and age-, sex-, and weight-matched controls was enrolled at our local hospital. No 
demographic differences were observed between the patients and controls in this study (Table 1).  
Prostaglandin D2 pathway is specifically increased in fracture repair. To assess PGD2 
production, we measured the concentration of 11β-PGF2α, a PGD2 stable metabolite, in urine 
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samples. As shown in Figure 1, patients with fractures showed higher levels of 11β-PGF2α in the 
urine compared to controls (77.4 ± 8.8 vs 49.5 ± 3.9 ng/mmol creatinine, respectively, p = 0.0023). 
Figure 2 shows that serum L-PGDS in patients with fracture is significantly higher than the controls 
(0.613 ± 0.03 vs 0.536 ± 0.03 µg/ml, respectively, p = 0.027). Since increase in PGD2 and L-PGDS 
could have resulted from non specific inflammation associated with the fracture we also 
determined the stable PGE2 metabolite, PGEM, in our population. As shown in Figure 3, PGEM did 
not significantly differ between control and patient groups (98.7 ± 12.5 vs 118.0 ± 18.8 ng/mmol 
creatinine, respectively, p = 0.3633), therefore arguing against a non-specific overall increase in 
PG production.  
Bone markers. Fracture repair is a process where both bone formation and resorption 
occur. Serum bone ALP and CTX were measured to assess these two phenomena, respectively. As 
expected, serum bone ALP was significantly higher in patients compared to controls (31.3 ± 2.6 
U/L vs 24.4 ± 1.7 U/L, respectively, p = 0.0033, Figure 4). A strong increase in the bone resorption 
marker CTX was also observed in patients compared to controls (0.568 ± 0.07 ng/ml vs 0.301 ± 
0.05 ng/ml, respectively, p = 0.0002, Figure 5), thus confirming active bone remodeling in the 
fracture group.  
Correlation of PGD2 metabolite and bone formation marker. To determine if the higher 
production of the PGD2 metabolite 11β-PGF2α in the patient group would correlate to an increase 
in the bone remodeling process, we tested whether serum bone ALP correlated with urine 11β- 
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Table 1.  Demographic data of the studied cohort.  
    Controls Patients 
    
N  35 35 
    
Sex  17 M / 18 F 17 M / 18 F 
    
Age (years) Mean 34.8 ± 11.9 35 ± 11.8 
 Range 20 - 56 18 - 54 
    
Weight (kg) Mean 68.4 ± 11.6 68.3 ± 14.1 
 Range 49.9 - 97.5 44 – 118 
    
Fracture type Long bones  N= 25 (71 %) 
   Tibia / Fibula: 10 
   Radius / Ulna: 7 
   Humerus: 4 
   Femur: 2 
   Polytrauma: 2 
    
 Other  N= 10 (29 %) 
   Hand / Foot: 4 
   Vertebrae: 3 
   Hip: 2 
















Figure 1. Urine 11β-PGF2α was measured in patients and controls and corrected for creatinine. 
















Figure 2. Serum Lipocalin-type PGD2 synthase was measured in patients and controls (Data shown 
















Figure 3. Urine PGEM was measured in patients and controls and corrected for urine creatinine. 
















Figure 4. Serum bone ALP was measured in patients and controls. (Data shown as means ± S.E.M.) 















Figure 5. Serum CTX was measured in patients and controls. (Data shown as means ± S.E.M.) ***:  














Figure 6. Spearman’s rank test was performed to test the correlation between 11β-PGF2α and 




PGF2α. As shown in Figure 6, bone ALP and 11β-PGF2α levels are positively correlated (Spearman r 
= 0.2946, p = 0.0133). In contrast, no correlation was observed between 11β-PGF2α and CTX. The 
expression of L-PGDS and level of PGEM were not correlated with any marker measured.  
 
4.2.D. DISCUSSION 
Bone metabolism is a complex and tightly controlled process implicating several cytokines, 
growth factors and soluble mediators such as prostaglandins1,3. Inadequate control of the balance 
between bone production and resorption, either locally or systemically, is an important 
pathophysiologic sequence in different diseases such as rheumatoid arthritis25, spondylarthritis26, 
osteoarthritis27, periodontitis28 and osteoporosis29, to cite but a few. A better understanding of the 
different elements implicated in this control may lead to the identification of new pharmacological 
targets for the treatment of these diseases. 
Evidence in the literature from our group13,16 and others14,15  suggest that PGD2 may have 
a positive impact on bone metabolism, increasing bone formation and inhibiting bone resorption. 
Our objective was to test, in vivo, the hypothesis that increased levels of PGD2 would be associated 
with increased bone remodeling using traumatic bone fracture in humans as an experimental 
model. 
Fracture repair is a physiological event regulated by local and systemic factors. 
Immediately after a fracture, the microenvironment of the damaged site is drastically changed. 
Formation of haematoma and inflammation are the first events to occur. During this period, 
leukocytes are attracted to the wound site where they secrete various mediators modulating the  
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inflammatory response, including cytokines and prostaglandins. While this inflammatory response 
lasts only a few days, prostaglandin-mediated effects may last longer as they remain actively 
produced by bone and surrounding cells13,30,31. 
The importance of prostaglandins in the process of fracture repair is well characterized in 
animal models. COX-2 was shown to be essential to fracture repair4,6, while PGE2 receptors EP2 
and EP4 were shown to be implicated in murine fracture repair32,33, but the role of PGD2 in fracture 
repair and bone remodeling remains unknown. 
In this study, we investigated if L-PGDS expression and the stable urinary PGD2 metabolite 
11β-PGF2α were changed during the process of bone remodeling and if they correlated with 
markers of bone formation and resorption. 11β-PGF2α is the major PGD2 metabolite produced in 
vivo and is considered as a physiological marker of PGD2 production: it has been used to assess 
mast cell activation and PGD2 production during allergic and asthmatic responses34-36. We 
demonstrated that 11β-PGF2α is significantly increased during fracture repair. This is, to our 
knowledge, the first time that PGD2 is linked to bone metabolism in humans.  
To test whether this key enzyme was implicated in bone remodeling, serum L-PGDS was 
measured in patients with fractures. Like 11β-PGF2α, L-PGDS was significantly increased during 
fracture repair. It is interesting to point out that slight changes in serum L-PGDS can be a predictor 
or marker of pathologies such as coronary heart disease19 hypertension37,  sleep apnea20 and 
diabetes23,24. We cannot rule out the possible contribution of the other PGD2 synthase, H-PGDS, in 
the process, but technical limitations prevent the measure of this intracellular enzyme in blood or 
other body fluids. 
PGD2 is a key component of the inflammatory response38,39. Therefore, all patients were 
studied during an orthopaedic follow-up visit at 5 to 6 weeks post-fracture, a time at which 
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inflammation is not considered to be a major component of the repair process40 and when bone 
remodeling starts to occur41.  We found no significant difference in the stable PGE2 metabolite in 
patients versus controls. This suggests that the increased 11β-PGF2α levels observed in patients 
were not due to a general increase in PG synthesis associated with inflammation. Since osteoblasts 
were shown to produce PGD2, it is tempting to hypothesize that osteoblasts are responsible for 
the increased synthesis of PGD2 found in patients with fracture; this study, however, was not 
designed to and does not allow the identification of the cellular origin of PGD2. 
Bone remodeling is often measured by biomarkers of bone turnover. During fracture 
repair, both endochondral and intramembranous bone formation occur leading to formation of a 
bony and cartilaginous callus, which will be later resorbed in order for the bone to regain its 
previous integrity, resistance, and shape. Activation of osteoblasts and osteoclasts is critical for 
the completion of fracture repair. We measured the serum levels of bone ALP as a marker of bone 
formation and osteoblast activation, as well as serum CTX to assess bone resorption. 
Concentrations of both markers were increased in the fracture patients compared to controls, 
indicating that there was significantly increased bone turnover in these patients. This confirms 
with the premise that increased bone remodeling is occurring in the studied population. To test 
our hypothesis that PGD2 has important functions in bone remodeling, we tested if 11β-PGF2α 
correlates with either bone ALP or CTX levels. Our analysis shows a significant and positive 
correlation with bone ALP and no correlation with CTX. Moreover, no correlation was obtained for 
the bone markers and PGEM, thus underlying the specificity of PGD2 production during fracture 
repair.  
In conclusion, our results show the first evidence that a specific prostaglandin pathway, 
PGD2 and its lipocalin-type synthase, is activated during fracture repair in humans. Moreover, we 
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demonstrated that PGD2 production correlates with a classic osteoblast activation and bone 
formation marker. These findings support our hypothesis that PGD2 may be an important player 
in bone physiology and that it may constitute an important and biologically relevant anabolic 
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5. PROJETS SUPPLÉMENTAIRES 
 
5.1.  HYPOTHÈSES 
Les travaux effectués jusqu’à présent dans notre laboratoire sur les effets de la PGD2 sur 
les ostéoblastes ont été réalisés avec des cellules matures (GALLANT et al. 2005). Cependant, 
étant donné que la PGD2 est présente dans différent contextes physiologiques, les effets de cette 
prostaglandine ne sont pas réservés qu’aux cellules matures, mais aussi cellules en cours de 
différentiation. Pour cette raison, nous avons décidé d’étudier les effets de la PGD2 sur la 
différentiation des CSM, autant en ostéoblastes qu’en adipocytes. Notre hypothèse de départ est 
que la PGD2 par l’entremise de CRTH2 augmentera la différentiation ostéoblastique, tandis que la 
différentiation adipocytaire sera augmentée par la PGD2 et ses produits de dégradation (PGJ2). 
Ce projet repose sur des tests colorimétriques de différentiation ainsi que sur des analyses 
d’expression génique.   
En second lieu, nous avons voulu étudier plus en profondeur les mécanismes géniques 
responsables des effets de l’activation des récepteurs de la PGD2 lors de la différentiation 
ostéoclastique, tels que publié précédemment par notre laboratoire (DURAND et al. 2008). Pour 
ce faire, nous avons utilisés des précurseurs ostéoclastiques monocytaires exposes ou non à 
différents agonistes et antagonistes des récepteurs de la PGD2 et étudié l’expression de gènes 






5.2. EFFETS DE L’ACTIVATION DES RÉCEPTEURS DE LA PGD2 SUR LA DIFFERENCIATION DES 
CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES  
 
5.2.A. MATÉRIELS  
Les CSMs humaines (Poietics hMSC Human Mesenchymal Stem Cells) et  le milieu de 
culture MSCGMTM (Mesenchymal Stem Cell Basal Media, supplémenté avec le MSCGMTM 
BulletKit) ont été achetés de la compagnie Lonza, distribué par Cedarlane Labs, ON, Canada. Les 
plaques, boites de Petris et flacons de culture, le Ficoll-Paque et l’anticorps anti-CD14-FITC 
proviennent de BD Biosciences. Le sérum fœtal bovin (FBS), le DMEM High-Glucose et la L-
Glutamine proviennent de Gibco. Les billes magnétiques anti-CD14 (CD14 MicroBeads) et les 
colonnes MiniMACS, proviennent de Miltenyi Biotec Inc. (San Diego, CA, USA). Le M-CSF 
provient de PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA). Le RANKL est produit dans notre laboratoire tel que 
décrit précédemment (DURAND et al. 2008). Les trousses d’isolation d’ARN RNeasy Mini Kit et 
Micro Kit, de transcription inverse QuantiTect Rev. Transcription Kit), les amorces (QuantiTect 
Primer Assays), et les trousses de réaction de PCR en temps réel QuantiTect SYBR Green PCR Kit 
proviennent de chez Qiagen (Toronto, ON). Les agonistes et antagonistes utilisés proviennent de 
chez Cayman Chem Co., Ann Arbor, MI, USA Les autres composés et produits chimiques 
proviennent de Sigma-Aldrich, St-Louis MO, USA. 
 
5.2.B. CULTURE DES CELLULES SOUCHES MÉSENCHYMATEUSES 
Les CSMs humaines ont été utilisées lors de ce projet. Ces cellules proviennent d’aspirât 
de moelle osseuse de donneurs sains et ont un phénotype de CSMs lorsque analysées en 
cytométrie de flux : CD105+, CD166+, CD29+, CD44+, CD14-, CD34- et CD45-. Suivant leur réception, 
les CSMs ont été cultivées selon les directives du fabricant, soit ensemencées à une densité de 
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5 500 ¢/cm2 dans des flacons T-75 Falcon dans du milieu MSCGMTM (supplémenté avec le 
MSCGMTM BulletKit). Le milieu a été changé au 2-3 jours jusqu’à confluence, où elles ont été 
trypsinisées et réensemencées à la même densité.   
 
5.2.C. DIFFÉRENCIATION DES CSMS 
5.2.C.1. DIFFÉRENCIATION ADIPOGÉNIQUE 
Les CSMs ont été ensemencées à une densité de 21 000 ¢/cm² dans du milieu MSCGMTM 
et cultivées jusqu’à confluence (7-10 jours) avec un changement de milieu aux 2-3 jours. La 
différenciation adipocytaire s’effectue selon le patron suivant : 3 cycles d’induction (3 jours) et 
de maintien (2 jours, total 5 jours par cycle), suivi d’une période de maintien final de 5 jours 
supplémentaires. Le milieu de maintien consiste en du milieu DMEM High-Glucose supplémenté 
avec 10% FBS, 10 µg/ml d’insuline, 1 mM L-Glutamine, 1X pénicilline/streptomycine. Pour 
l’induction, les composés suivant sont ajoutés au milieu de maintien : 1 µM dexaméthasone, 0.5 
mM IBMX et 100 µM d’indométhacine. 
 
5.2.C.2. DIFFÉRENCIATION OSTÉOGÉNIQUE  
Afin d’induire la différenciation des CSMs en ostéoblastes, les CSMs sont ensemencées à 
une densité de 3 100 ¢/cm² dans du milieu MSCGMTM et mises en culture pour 24 h. Par la suite, 
le milieu est changé pour du milieu d’induction ostéogénique : DMEM High-Glucose, 10% FBS, 1 
mM L-Glutamine, 1X pénicilline/streptomycine, 10 mM β-glycérophosphate, 100 nM 






5.2.C.3. STIMULATIONS EFFECTUÉES 
Lors de leurs différenciations respectives, les cultures adipocytaires et ostéogéniques ont 
été stimulées avec des agonistes et antagonistes des récepteurs de la PGD2 (Tableau 5), tels 
qu’indiqué dans les légendes de figures et résultats.   
Ces composés ont été ajoutés lors de chaque changement de milieu pour les deux types 
de cultures. Afin de mieux comprendre les effets de la PGD2, qui rappelons-le, est rapidement 
dégradée en 15-déoxy-∆12,14PGJ2 en milieu aqueux, nous avons utilisé un antagoniste de PPAR-γ 
en co-stimulation avec la PGD2.  
 
5.2.D ANALYSES DE LA DIFFÉRENCIATION 
5.2.D.1. PHÉNOTYPE ADIPOCYTAIRE 
Les cultures adipocytaires ont été utilisées après 1, 2 et 3 cycles d’induction/maintien. 
Afin de quantifier la différenciation des CSMs en adipocytes, une coloration à l’Oil Red O a été 
effectuée. Brièvement, les cellules ont été lavées avec du PBS puis fixées à la formaline 10% 
(Formaldéhyde 10%,  8 mM phosphate de sodium, pH 7.0) pour 5 min à température pièce, suivi 
d’une autre fixation d’une heure dans les mêmes conditions. Les cellules sont ensuite rincées 
avec de l’isopropanol 60% et laissées sécher à l’air libre. La coloration s’effectue avec une 
solution d’huile rouge O 0.2% à température pièce pour 10 min. Les cellules sont par la suite 
rincées 4 fois avec de l’eau du robinet et conservées humides afin de prendre des photographies. 
Les cellules sont par la suite séchées à l’air libre et le colorant est extrait avec de l’isopropanol 
100% après 10 min d’incubation et quelques répétitions de pipetage. Le colorant est par la suite 
transféré dans des cuvettes et l’absorbance est lue à 500 nm. 
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Tableau 5 : Composés utilisés lors des stimulations des CSMs et cellules CD14+
 
Composés Classe Cibles 
Concentration 
utilisée (µM) 
Affinités pour les 
récepteurs (pKi) 
PGD2 Agoniste DP / CRTH2 0.5 7.7 / 7.5 
BW 245C Agoniste DP 0.5 8.4-9.4 
12,13-dihydro-15-kéto-PGD2 Agoniste CRTH2 0.5 7.4-8.5 
15-déoxy-∆12,14PGJ2 Agoniste PPAR-γ / CRTH2 2 6.3 (pIC50) / 7.6 
T0070907 Antagoniste PPAR-γ 4 9.0 
BWA 868C Antagoniste DP 1 6.7 
CAY10471 Antagoniste CRTH2 0.1 8.1-8.4 
Tous ces composés proviennent de Cayman Chem, Co.  
(Les affinités proviennent de www.guidepharmacology.org) 
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5.2.D.2. PHÉNOTYPE OSTÉOBLASTIQUE 
La différenciation ostéogénique est quantifiée par la coloration de la matrice 
extracellulaire à l’aide d’Alizarin Red selon la technique suivante. Une fois la différenciation 
terminée, les cellules sont rincées avec du PBS sans calcium puis fixées pour au moins une heure 
à -20°C dans de l’éthanol 70% glacé. Les cellules sont par la suite rincées et colorées 15 min dans 
une solution d’Alizarin Red (Alizarin Red 40 mM dans de l’eau, pH 4.0 ajusté avec de l’hydroxyde 
d’ammonium). Les cellules sont par la suite rincées délicatement sous le robinet et séchées à l’air 
libre. Le colorant incorporé est ensuite récupéré en incubant les cellules dans une solution 10% 
de chlorure de cetylpyridinium. L’absorbance est ensuite lue à 550 nm. 
5.2.D.3. EXTRACTION DE L’ARN, PCR EN TEMPS RÉEL ET ANALYSE 
Une fois les stimulations terminées, les cellules ont été lavées au PBS, puis l’ARN total fut 
extrait à l’aide de la trousse RNeasy Mini Kit de Qiagen selon les recommandations du 
fournisseur. Suivant cette purification, l’ARN a été rétrotranscrit en ADNc avec la trousse 
QuantiTect Rev. Transcription Kit. L’ADNc a par la suite été quantifié par spectrophotométrie à 
l’aide du ratio 260/280 nm.  
Les analyses de PCR en temps réel ont été effectuées à l’aide d’amorces spécifiques 
(QuantiTect Primer Assays) et de trousses QuantiTect SYBR Green PCR Kit. L’utilisation de ces 
trousses et amorces permet d’obtenir des résultats rapidement sans préalablement avoir à 
mettre au point les conditions expérimentales pour les réactions de PCR et ce, en utilisant les 
conditions expérimentales recommandées par le fabricant. Les amorces utilisées sont indiquées 
dans le Tableau 6. Les réactions de PCR en temps réel ont été effectuées avec 100 ng d’ADNc 
dans un volume total de 20 µl contenant 2 µl de solution d’amorces et 10 µl de QuantiTect SYBR 
Green PCR Master Mix, qui contient la polymérase, le tampon, les dNTPs et le SYBR Green. Les 
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réactions de PCR ont été faites dans un appareil Corbett Life Science Roto-Gene 6000 selon les 
conditions suivantes : Activation initiale de 15 min à 95°C suivi de 45 cycles de dénaturation de 1 
min à 94°C, 30 secs de liaison à 55°C et 30 secs d’extension à 72°C. L’analyse des résultats a été 
faite selon la méthode du ∆∆Ct, et ce, basé sur la littérature (DUSSAULT et POULIOT 2006). 
 
 
5.3.  L’EFFET DES RÉCEPTEURS DE LA PGD2 SUR L’EXPRESSION GÉNIQUE DES OSTÉOCLASTES 
 
5.3.A. CULTURE DES OSTÉOCLASTES 
Tel que décrit précédemment, les OCs sont issus des précurseurs sanguins de la lignée 
monocyte/macrophage. Les OCs utilisés proviennent donc de cellules de sang périphérique 
humain différenciées in vitro, cependant ce ne sont pas tous les précurseurs sanguins qui 
forment les OCs. Le but de cette section étant d’analyser l’expression de gènes chez les OCs, 
nous avions besoin d’obtenir des cultures ostéoclastiques plus pures.  Pour cela, nous avons mis 
en culture uniquement des cellules CD14+. Les échantillons sanguins proviennent de donneurs 
sains ayant signé un formulaire de consentement éclairé préalablement approuvé par le Comité 
d’éthique de la recherche sur l’humain du CHUS et de la Faculté de médecine et des sciences de la 
santé de l’Université de Sherbrooke. Le sang complet fraîchement prélevé a été dilué avec deux 
volumes de tampon salin-phosphate (PBS), pH 7.2 additionné de 2 mM d’EDTA (PBS-EDTA). Cette 
solution a ensuite été déposée sur 15 ml de Ficoll-Paque dans un tube conique de 50 ml puis 
centrifugée à 400 x g pour 40 min à température pièce (TP) dans un rotor à balancement sans 
frein. La couche cellulaire de l’interphase sérum/PBS-Ficoll (cellules mononucléaires) a ensuite 
été transférée dans un nouveau tube de 50 ml remplis de PBS-EDTA et centrifugée à 300 x g pour 




Tableau 6. Gènes analysés par PCR en temps réel.  
 
Catégorie de gène Gène 
Adipocytes  
Facteur de transcription PPAR-γ 




Facteur de transcription Runx2 
 Cbfa-1 
Marqueur phénotypique Collagène IαI 
 Ostéocalcine 






Facteur de transcription PU.1 
 NFATC2 
Attachement Intégrine αv 
 Intégrine β3 








PBS-EDTA suivi d’une centrifugation à 200 x g de 15 min à TP afin d’enlever les plaquettes de la 
préparation.  
  Par la suite, la séparation magnétique a été effectuée. Pour ce faire, les cellules sont 
resuspendues dans du PBS-EDTA additionné d’albumine sérique bovine à 0,5% (PBS-BSA) froid et 
incubées avec des billes magnétiques anti-CD14 pour 15 min à 4°C, et ce, selon les 
recommandations du fournisseur. Les cellules ont ensuite été lavées avec 50 ml de PBS-BSA, 
centrifugées à 300 x g pour 10 min à 4°C et resuspendues dans le même tampon. Les cellules 
marquées ont été déposées dans des colonnes MiniMACS sur un support magnétique, lavées 
avec du PBS-BSA froid afin de se débarrasser des cellules non-liées et éluées avec le même 
tampon. La population de cellules CD14+ a par la suite été comptée, et mise en culture à une 
densité de 250 000 cellules / cm2 dans des plaques de culture de 12 puits contenant du milieu α-
MEM complet (α-MEM contenant 10% de sérum bovin fœtal, 1% pénicilline-streptomycine, pH 
6.8). La pureté de la purification de cellules par billes magnétiques a été vérifiée par cytométrie 
de flux à l’aide d’un anticorps anti-CD14-FITC (possédant un épitope différent de celui des billes 
anti-CD14). Le jour suivant le milieu a été changé pour du α-MEM complet additionné de 10 
ng/ml M-CSF et 50 ng/ml RANKL. Ce milieu est utilisé jusqu’à la fin de la différenciation de 21 
jours, et remplacé deux fois semaine.  
 
5.3.B. PRÉPARATION DES ÉCHANTILLONS 
Les cellules CD14+ en cultures ont été stimulées à l’aide de différents agonistes et 
antagonistes des récepteurs de la PGD2 ou leur véhicule pour 7, 14 et 21 jours. Les composés 
utilisés furent : PGD2 (1 µM), BW 245C (1 µM), DK-PGD2 (1 µM), BWA 868C (1 µM) et CAY10471 
(100 nM) (Tableau 5). À noter que les agonistes ont été utilisés en présence de 10 µM de 
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Naproxen, afin d’inhiber la production de base de prostaglandines par les COXs. Les stimulations 
ont été effectuées 2 fois par semaine lors des changements de milieu de culture. Une fois les 
stimulations terminées, les cellules ont été lavées au PBS, puis l’ARN total fut extrait à l’aide de la 
trousse RNeasy Micro Kit de Qiagen selon les recommandations du fournisseur. Les étapes 
suivantes, soit la rétrotransciption, le PCR en temps réel et l’analyse de ce dernier ont été 




Toutes les expériences présentées ont été effectuées en triplicata et répétés trois fois de 
façon indépendante. Les statistiques sur les analyses colorimétriques ont été faites par des 
ANOVAs sur les moyennes des données nettes (données brutes sans le bruit de fond) obtenus du 
spectrophotomètre. Des tests secondaires de Bonferroni ont été effectués pour voir les 
différences des stimulations avec le véhicule et des combinaisons antagoniste+agoniste avec 
l’agoniste seul. Un p<0.05 est considéré comme étant significatif. Les statistiques sur l’expression 
génique ont été effectuées de la même façon mais en utilisant les valeurs de Ct obtenues lors 
des réactions de PCR en temps réel. Les statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel 






6.3. EFFET DE LA PGD2 SUR LA DIFFÉRENCIATION DES CSMs 
 Afin de tester notre hypothèse avançant que la PGD2 influence le développement des 
cellules osseuses, nous avons débuté par regarder comment les récepteurs de la PGD2 affectent 
la différenciation des cellules souches mésenchymateuses. Plus particulièrement, nous nous 
sommes attardés à la différenciation adipocytaire et ostéogénique, car ces deux évènements 
peuvent se produire dans la moelle osseuse, et parce que les adipocytes et OBs ont la capacité 
de se dédifférencier en OBs et adipocytes, respectivement.  
6.1.A. DIFFÉRENCIATION ADIPOGÉNIQUE 
 Des CSMs commerciales ont été mises en culture avec des agonistes des récepteurs de la 
PGD2 pour un, deux ou trois cycles d’induction de différenciation adipocytaire. Nos résultats 
démontrent que la PGD2 augmente significativement la différenciation adipocytaire après un et 
deux cycles d’induction, mais que cet effet s’estompe pour le troisième cycle (Figure 9 A, B et C). 
Cependant, lorsque utilisé en combinaison avec la PGD2, le T0010907, un antagoniste du 
récepteur PPAR-γ, bloque complétement l’effet positif de la PGD2 sur la différenciation 
adipocytaire. La DK-PGD2, un agoniste du récepteur CRTH2, n’a pas eu d’effet significatif sur la 
différenciation des CSMs en adipocyte. Par contre, lorsque les CSMs sont mises en présence du 
composé BW 245C, un agoniste du récepteur DP, la différenciation adipocytaire est 
significativement réduite après deux et trois cycles d’induction. La 15d-PGJ2 augmente quant à 
elle la différenciation adipocytaire durant tous les temps étudiés ici. La figure 10 montre un 










Figure 9 : Différenciation adipogénique. Des cellules souches mésenchymateuses ont été mises 
en culture pour une différenciation adipocytaire. Les cellules ont été soumises jusqu’à trois 
cycles d’induction de différenciation tel que décrit dans les méthodes. L’adipogenèse a été 
calculée avec la coloration à l’huile rouge après un (A), deux (B) et trois (C) cycles d’induction et 
quantifiée à l’aide d’un spectrophotomètre. *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 VS Véhicule ; # : 











Figure 10 : Coloration à l’huile rouge. Un exemple de différenciation adipogénique de CSMs 





 Nous avons également étudié l’expression génique de quelques facteurs de transcription 
et marqueurs spécifiques de la différenciation adipocytaire afin de renforcir nos résultats 
obtenus avec la coloration à l’huile rouge. Nous avons regardé les niveaux d’expression de PPAR-
γ, un facteur de transcription essentiel pour la différenciation des adipocytes, l’adiponectine une 
protéine qui régule le métabolisme du glucose et des acides gras, le transporteur de glucose 
régulé par l’insuline GLUT4 et le transporteur de substances lipidiques FABP4. L’expression de 
ces quatre gènes d’intérêts a été étudiée après deux cycles d’induction de différenciation. Les 
résultats de l’expression génique sont présentés dans la figure 11. Fait intéressant, le patron 
d’expression des quatre gènes analysés suit le même que celui de la différenciation adipocytaire 
obtenue par la coloration à l’huile rouge. La PGD2 stimule l’expression de tous les gènes étudiés, 
et cet effet est bloqué par l’ajout de l’antagoniste de PPAR-γ, T0070907. L’activation du 
récepteur DP par le BW 245C réduit l’expression de ces marqueurs adipogéniques, alors la DK-
PGD2, par l’entremise de CRTH2 cause une légère hausse de l’expression de ces gènes. La 15d-
PGJ2, qui est connue comme un puissant inducteur de différenciation adipogénique augmente 
aussi l’expression de ces quatre gènes.  
 
6.1.B. DIFFÉRENCIATION OSTÉOBLASTIQUE 
 La différenciation ostéoblastique des CSMs s’effectue au cours d’un processus de 28 
jours de stimulation en condition ostéogénique, un milieu supplémenté en phosphate, ce qui 
permet de minéraliser la matrice osseuse. Nous avons effectué des stimulations des récepteurs 
de la PGD2 semblables à celles effectuées pour la différenciation adipocytaire, et avons analysé la 
différenciation par une coloration de la portion minéralisée de la matrice extracellulaire sécrétée 






Figure 11 : Expression de marqueurs adipogéniques. Les analyses ont été effectuées après deux 
cycles d’induction pour les gènes PPAR-γ, adiponectine, Glut4 et FABP. *: p<0.05, **: p<0.01 VS 




 Nos résultats démontrent qu'au courant des 28 jours de stimulation, la PGD2 n’a pas 
d’effet significatif sur la différenciation ostéogénique, bien qu’elle cause une légère diminution 
de celle-ci (Figure 12). Lorsque les CSMs sont mises en présence du BW 245C, un agoniste du 
récepteur DP, la différenciation ostéoblastique, et la minéralisation qui s’en suit, est diminuée 
significativement à 14 et 21 jours de stimulation, alors que la baisse n’est plus significative à 28 
jours. L’activation de CRTH2 par la DK-PGD2 chez les CSMs et conséquemment les ostéoblastes a 
induit une hausse significative de la coloration avec le rouge d’alizarine, démontrant une hausse 
du potentiel ostéogénique de ces cellules lorsque CRTH2 est activé. La 15d-PGJ2, qui est un ligand 
pour CRTH2 et PPAR-γ, produit une augmentation de la différenciation ostéogénique des CSMs. 
Fait surprenant, l’antagoniste de PPAR-γ, le T0070907 a causé une hausse dans la coloration au 
rouge d’alizarine après 28 jours de stimulation.  
 Afin de découvrir si les CSMs mises en culture en conditions ostéogéniques étaient 
capables de se différencier en même temps en adipocytes, nous avons effectué une coloration à 
l’huile rouge sur nos cultures ostéogéniques à 21 jours de stimulation. Tel que démontré à la 
figure 13, la PGD2 possède la capacité de pousser la différenciation ostéogénique des CSMs vers 
un phénotype adipocytaire, observé ici par la coloration des cultures avec l’huile rouge. Nos 
résultats démontrent aussi que cet effet de la PGD2 est totalement bloqué par un antagoniste de 
PPAR-γ, et que la 15d-PGJ2 induit aussi la différenciation adipocytaire en conditions 
ostéogéniques, alors que l’activation directe de DP par le BW 245C ou de CRTH2 par la DK- 
PGD2 n’a aucun effet. Ces résultats portent à croire que la PGD2 exerce cet effet par une 











Figure 12 : Différenciation ostéogénique. Des cellules souches mésenshymateuses humaines ont 
été mises en culture en conditions osteogéniques pour A) 14, B) 21 et C) 28 jours. La matrice 
extracellulaire mineralisée a été colorée avec le rouge alizarine, puis quantifiée par 









Figure 13 : Différenciation adipocytaire en condition ostéogéniques. Des cultures de CSMs en 
conditions ostéogéniques ont été analysées pour l’incorporation de l’huile rouge afin de 
visualiser leur possible différenciation en adipocytes après 21 jours en culture. *: p<0.05 VS 




 Afin d’étudier plus en profondeur l’effet de l’activation des récepteurs de la PGD2 dans la 
différenciation ostéogénique et la minéralisation de ces cellules, nous avons regardé les effets de 
ces récepteurs sur les niveaux d’expression de quelques gènes considérés comme marqueurs de 
fonctions ostéoblastiques : l’ostéocalcine, la phosphatase alcaline osseuse, et le collagène de 
type 1α1 (Figure 14). Nos résultats démontrent que l’activation de CRTH2 par la DK-PGD2 induit 
une augmentation de l’ostéocalcine, de la phosphatase alcaline et de l’expression du collagène 
de type 1α1. La PGD2 et le BW 245C n’ont pas eu d’effets généraux sur l’expression de ces 
marqueurs. L’ajout de 15d-PGJ2 aux cultures de CSMs a aussi causé une hausse de ces trois 










Figure 14 : Expression génique de marqueurs ostéoblastiques. Des CSMs ont été mises en culture 
en conditions ostéogéniques pour 14, 21 et 28 jours (les barres de gauche à droite, 
respectivement). L’ARNm a par la suite été extraite suivi par une analyse de PCR en temps réel. 




6.2. EXPRESSION GÉNIQUE CHEZ LES OSTÉOCLASTES 
6.2.A. DIFFÉRENCIATION OSTÉOCLASTIQUE 
Cette portion de mon projet avait pour but de continuer les travaux de maîtrise de 
Marianne Durand de notre laboratoire qui avaient démontré l’action de la PGD2 sur les OCs 
humains. Ces derniers ont montré pour la première fois que les récepteurs de la PGD2 pouvaient 
être impliqués dans la régulation de la différenciation et de l’activité des OCs (DURAND et al. 
2008). 
Afin de mieux comprendre les actions de la PGD2 sur les OCs, nous avons utilisé une 
approche génique dans laquelle nous avons analysé l’expression de différents gènes impliqués 
dans la différenciation et l’activité de ces cellules. Dans ces expériences, les précurseurs 
ostéoclastiques CD14+ ont été stimulés par différents agonistes ou antagonistes pour 7, 14 et 21 
jours de culture, soit le temps nécessaire pour l’obtention d’OCs humains matures (DURAND et 
al. 2008). Lorsque les précurseurs ostéoclastiques sont stimulés par la PGD2, (Figure 15), 
l’expression du récepteur RANK et du facteur de transcription NFAT sont grandement diminués, 
indiquant que la PGD2 réduit la différenciation ostéoclastique. Il est à noter que la diminution 
d’expression de NFAT est plus prononcée à 7 et 14 jours. Les niveaux d’expression du facteur de 
transcription PU.1 et le récepteur CSFR1 ne sont pas significativement changés par la PGD2 au 
cours des 21 jours de différenciation / stimulation.  
 Afin de séparer l’action de la PGD2 sur chacun de ses récepteurs, des stimulations à 
l’aide d’agonistes spécifiques des récepteurs ont été effectuées. L’activation spécifique du 
récepteur DP par le BW 245C (Figure 16 A) ne modifie pas l’expression de NFAT, PU.1 et RANK, 








Figure 15. Patron d’expression génique de la différenciation ostéoclastique avec PGD2. Des 
cellules CD14+ ont été mises en culture jusqu’à 21 jours en présence de PGD2 et l’expression de 










Figure 16. Altération de l’expression génique lors de la différenciation ostéoclastique par DP et 
CRTH2. Les précurseurs ostéoclastiques CD14+ ont été mis en culture pour 7, 14 et 21 jours et 
stimulés pour les mêmes temps avec l’agoniste du récepteur DP, le BW 245C (A), son antagoniste 
BW 868C (B) ou l’agoniste de CRTH2, DK-PGD2 (C) ou son antagoniste CAY (D). * : p<0.05 et ** : 




868C renverse l’augmentation d’expression de CSFR1 induite par le BW 245C sur le récepteur DP 
(Figure 16 B). Ces résultats ne vont pas nécessairement à l’encontre de nos résultats antérieurs 
démontrant que le récepteur DP diminue l’ostéoclastogenèse (DURAND et al. 2008), mais 
indiquent plutôt que d’autres gènes ou voies de signalisation sont impliqués dans ce 
phénomène. Lorsqu’activé par la DK-PGD2, le récepteur CRTH2 diminue l’expression de NFAT 
dans un patron comparable à celui obtenu par la PGD2 (Figure 16 C), indiquant la contribution de 
CRTH2 dans cet effet de la PGD2. L’activation spécifique de CRTH2 augmente l’expression de PU.1 
et CSFR1 à 7 jours et de RANK à 7 et 14 jours. Lorsque l’antagoniste de CRTH2, le CAY, est 
introduit aux cultures ostéoclastiques, l’expression de NFAT est significativement augmentée à 
deux des trois temps étudiés, alors que celles de PU.1, RANK et CSFR1 sont augmentées à 21 
jours.  
6.2.B. ACTIVITÉ OSTÉOCLASTIQUE  
 Nous avons aussi étudié les patrons d’expression de différents gènes impliqués dans la 
résorption ostéoclastique. Premièrement, nous avons analysé les intégrines αv et β3, toutes deux 
nécessaires pour l’attachement des OCs à la matrice osseuse préalablement au commencement 
du cycle de résorption osseuse. Nous avons aussi regardé les niveaux d'expression des ARNm des 
enzymes cathepsine K, TRAP5b et de la métalloprotéinase MMP-9, toutes trois nécessaires à la 
dégradation de la matrice osseuse. La stimulation des précurseurs ostéoclastiques avec la PGD2 a 
causé une diminution de l’expression de la cathepsine K à 7, 14 et 21 jours de stimulation (Figure 
17). L’activation du récepteur DP par le BW 245C induit aussi une diminution de la cathepsine K, 
mais seulement après 21 jours de stimulation. L’activation spécifique de CRTH2 par la DK-PGD2 





Figure 17 : Modulation génique de la résorption ostéoclastique par DP et CRTH2. Les précurseurs 
ostéoclastiques CD14+ ont été mis en culture pour 7, 14 et 21 jours et stimulés pour les mêmes 
temps avec la PGD2, l’agoniste du récepteur DP, le BW 245C, son antagoniste BW 868C ou 




Les prostaglandines jouent de nombreux rôles complexes dans une panoplie de systèmes 
chez l’homme. Nous nous sommes attardés plus particulièrement à la prostaglandine D2, 
premièrement parce qu’elle joue un rôle dans l’inflammation, un phénomène qui a des liens 
communs avec la formation osseuse, et parce que ses deux récepteurs, DP et CRTH2 ont des 
cascades de signalisation intracellulaire qui sont complètement différentes : l’activation du 
récepteur DP engendre une accumulation de AMPc, tandis que CRTH2, lorsqu’il est lié par un 
agoniste, induit un influx de calcium intracellulaire.  
Les travaux effectués durant ma thèse nous ont permis de premièrement mieux 
comprendre les mécanismes de régulation de la signalisation et du routage intracellulaire des 
récepteurs de la PGD2, en étudiant aussi la phosphorylation des récepteurs, et deuxièmement de 
découvrir un nouveau rôle potentiel de la PGD2 dans la régulation du métabolisme osseux 
humain, tant pour la différenciation et activation des cellules osseuses que lors d’un phénomène 
systémique, la réparation d'une fracture osseuse.   
L’activation d’un récepteur couplé aux protéines G commence par la liaison d’un 
agoniste sur le récepteur, ce qui enclenche une cascade d’évènements menant à l’activation de 
la signalisation intracellulaire et à l’internalisation du récepteur. Il est maintenant reconnu que 
certains récepteurs couplé aux protéines G continuent de générer des évènements de 
signalisation intracellulaires une fois qu’ils sont à l’intérieur des vésicules d’internalisation 
(JALINK et MOOLENAAR 2010). Par exemple, le récepteur de la TSH (thyroid-stimulating 
hormone) continue de générer un signal en AMPc après sont internalisation, et ce signal est 
différent de celui des récepteurs qui sont encore à la surface (CALEBIRO et al. 2009). Par la suite, 
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il y a découplage du ligand et du récepteur, ce qui mène soit à la dégradation ou au recyclage de 
ce dernier.  
Nos résultats démontrent que les récepteurs de la PGD2 sont parfois régulés de la même 
façon, mais que dans la plupart du temps, ils sont régulés de manières différentes, voire 
opposées. Pour ce faire, nous avons utilisé un modèle de surexpression des récepteurs humains 
DP et CRTH2 dans des cellules de reins HEK293. Après avoir trouvé les temps et doses 
d’agonistes optimaux pour l’internalisation de ces récepteurs, nous avons démontré que leur 
internalisation est dépendante de la dynamine, une protéine retrouvée dans le cytoplasme qui 
effectue la coupure (ou fission) entre la vésicule d’internalisation et la membrane cellulaire 
(WOLFE et TREJO 2007).  
Les kinases des RCPGs (GRKs) régulent la dynamique de l’internalisation et de la 
signalisation des RCPGs (PENELA et al. 2003, METAYE et al. 2005, BLACK et al. 2016). Nous avons 
étudié les effets de la surexpression des GRK2, -5 et -6 sur l’internalisation et la signalisation de 
DP et CRTH2. Tandis que la GRK2 augmente l’internalisation de DP et de CRTH2 induite par la 
PGD2, les GRK5 et -6 augmentent uniquement celle de CRTH2. Les effets de ces kinases sur la 
signalisation de DP et CRTH2 sont aussi différentiels. GRK2 régule à la baisse la signalisation des 
deux récepteurs induite par leur agoniste, alors que GRK5 démontre seulement un effet 
transitoire sur le récepteur DP, mais possède un effet similaire à GRK2 sur la signalisation de 
CRTH2. Pour sa part, GRK6 a démontré un effet inhibitoire rapide mais de courte durée sur la 
signalisation de CRTH2, sans avoir un effet sur le récepteur DP. Ces résultats nous portent à 
croire que la régulation différentielle de la signalisation et internalisation des récepteurs de la 
PGD2 par les GRKs est probablement due à la longueur et aux séquences des domaines 
intracellulaires des deux récepteurs. Par exemple, le récepteur DP possède une courte queue C-
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terminale de 28 acides aminés dont 6 sérines/thréonines, tandis que CRTH2 possède 21 sites 
potentiels de phosphorylation (sérine/thréonine) sur un total de 87 acides aminés. Les boucles 
intracellulaires des récepteurs sont aussi sujettes à la phosphorylation, et DP possède 6 résidus 
qui peuvent potentiellement être phosphoryles, et CRTH2 en a 3.  
Nos résultats démontrent aussi que les récepteurs DP et CRTH2 internalisent lorsque la 
protéine kinase C (PKC) est activée par le PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate). Ce résultat 
suggère que les deux récepteurs de la PGD2 peuvent être régulés de façon hétérologue par la 
PKC. Ces résultats sont intéressants et méritent d’être discutés. Le récepteur DP est couplé à une 
protéine Gαs, dont la cascade de signalisation traditionnelle n’inclut pas l’activation de le PKC. 
Fait intéressant, contrairement à ce que l’on pensait, les cellules stimulées avec le PMA (afin 
d’activer la PKC) et la PGD2 n’ont pas démontré d’effet additionnel sur l’internalisation du 
récepteur DP. Ceci peut être expliqué possiblement par le fait que l’internalisation induite par 
l’un ou l’autre des stimulations (PGD2 ou PMA) est déjà au maximum permise par ce modèle, 
d'où l'absence d'un effet additionnel des deux stimuli. Contrairement au récepteur DP, la co-
stimulation du récepteur CRTH2 par la PGD2 et le PMA a augmenté de façon significative 
l’internalisation de ce récepteur comparativement aux deux composés individuellement. Il est 
possible que la PGD2 et le PMA n’activent pas les mêmes classes de PKCs, permettant ainsi une 
plus grande phosphorylation du récepteur et conséquemment une plus grande internalisation. 
L’activation de la PKC régule aussi l’internalisation de d’autres récepteurs membranaires tels que 
le transporteur du glutamate EAAC1 (PADOVANO et al. 2009) et le récepteur du glucagon 
(KRILOV et al. 2011). 
 Tel que décrit précédemment, CRTH2 possède de nombreux sites potentiels de 
phosphorylation sur ses domaines intracellulaires. Il est possible que la PGD2 et le PMA causent 
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une phosphorylation sur des résidus différents, et que le nombre total de sites phosphorylés 
induise une internalisation de plus grande envergure. De plus, seulement l’internalisation du 
récepteur CRTH2 est réduite par l’inhibition de la PKC, un résultat logique considérant que la 
cascade de signalisation de CRTH2, qui est couplé à une protéine Gαi/o, mène à l’activation de la 
PKC.  
La protéine kinase A (PKA) semble aussi être un partenaire important dans la régulation 
de l’internalisation des récepteurs de la PGD2. Fait surprenant, l’internalisation du récepteur 
CRTH2, et non celle de DP est diminuée par l’inhibition de la PKA par le H-89, ce qui nous laisse 
perplexe car CRTH2 n’active pas de cascade de signalisation qui peut favoriser l’activation de la 
PKA. Afin d’expliquer ce phénomène, nous avons regardé quelle était la phosphorylation de base 
de CRTH2. Nous résultats ont démontré que CRTH2 est phosphorylé par la PKA dans un état 
basal, sans présence d’agoniste. Les travaux que nous avons effectués semblent aussi démontrer 
que la phosphorylation des récepteurs DP et CRTH2 par la PKA et la PKC sont aussi impliqués 
dans la cascade de signalisation et le routage intracellulaire de ces récepteurs. L’inhibition de la 
PKA et PKC n’a pas eu d’effet significatif sur la signalisation intracellulaire de CRTH2, même 
lorsque cette même inhibition réduit l’internalisation de CRTH2. Cela démontre que la 
phosphorylation de certains résidus intracellulaires de CRTH2 peut être seulement importante 
pour la régulation de l’internalisation ou de la signalisation du récepteur, et non de façon 
concomitante. Il est aussi possible que les PKA et PKC influencent d’autres partenaires de 
signalisation en aval des récepteurs, qui pourraient par la suite moduler l’internalisation de ces 
derniers.  
Les protéines d’échafaudage arrestine-2 et -3 sont aussi d’importants joueurs dans la 
régulation de l’internalisation et de la signalisation intracellulaire des RCPGs (GUREVICH et 
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GUREVICH 2015). Le changement de conformation d’un RCPG activé par son ligand ainsi que la 
phosphorylation du récepteur par les GRKs induit le recrutement des arrestines (LOHSE et 
HOFFMANN 2014), et induit un encombrement stérique qui résulte en un découplage entre le 
récepteur et les protéines G hétérotrimériques activées (PENELA et al. 2003). Nous démontrons 
ici que l’arrestine-3 cause une augmentation de l’internalisation des récepteurs DP et CRTH2, 
alors que l’arrestine-2 induit seulement une augmentation de ce phénomène pour le récepteur 
DP. Nos résultats sont en accord avec la littérature, car il a été démontré que l’activation de 
CRTH2 induit une translocation de l’arrestine-3 vers le récepteur actif (MATHIESEN et al. 2005).  
Le recyclage des RCPGs vers la surface cellulaire suivant leur resensibilisation 
(découplage de l’agoniste de son site de liaison sur le récepteur et déphosphorylation du 
récepteur) est un processus intracellulaire de grande importance car il permet de maintenir la 
capacité des cellules à répondre à un signal distinct. Parmi les protéines importantes jouant un 
rôle dans le recyclage des RCPGs, les protéines Rab GTPase Rab4 et Rab11 sont connues pour 
permettre le routage des RCPGs du cytoplasme vers la membrane cellulaire (ESSELTINE et 
FERGUSON 2013). Nous avons préalablement démontré que le recyclage du récepteur du 
thromboxane A2 TPβ est régulé par Rab11, qui réduit l’internalisation apparente du récepteur en 
augmentant son recyclage vers la membrane cytoplasmique (HAMELIN et al. 2005). Dans le 
contexte des récepteurs de la PGD2, nos résultats démontrent que Rab4 augmente le recyclage 
du récepteur DP vers la membrane cellulaire, alors que Rab11 ne démontre aucun effet. Le 
phénomène inverse (augmentation par Rab11, sans effet de Rab4) a été observé pour CRTH2 
bien que ces observations ne soient pas aussi fortes que pour le récepteur DP. Ces résultats ont 
été confirmés par des expériences de co-localisation par microscopie qui démontrent que DP co-
localise principalement avec Rab4 alors que CRTH2 est co-localisé avec Rab11. Le plus faible effet 
des Rab GTPases, Rab11 en particulier, sur le recyclage de CRTH2 est en accord avec d’autres 
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études qui démontrent qu’une fraction de la population des récepteurs CRTH2 est dégradée 
suite à leur activation (HIRAI et al. 2001). Ceci suggère que le récepteur DP est recyclé dans des 
endosomes précoces et qu’il ferait partie de la classe A de la famille des RCPG, tel que le 
récepteur β2-adrenergique (SEACHRIST et al. 2000), tandis que le routage de CRTH2 par Rab11 
passe par les endosomes de recyclage lent, une caractéristique des RCPGs de classe B (LI et al. 
2008). Un exemple de cette dernière est le récepteur de l’angiotensine, AT1R, dont la 
dégradation et le recyclage sont régulés par Rab5, Rab7 et Rab11 (DALE et al. 2004).  
Des travaux dans nos laboratoires ont été effectués afin de caractériser de fond en 
comble les déterminants moléculaires de la queue C-terminale de CRTH2 impliqués dans son 
internalisation (ROY et al. 2010). Nos résultats démontrent que la délétion partielle de la portion 
C-terminale du récepteur diminue son internalisation, mais qu’une délétion totale de cette 
région permet au récepteur de retrouver un niveau normal d’internalisation, dû à la délétion 
d’un motif important pour le recyclage de CRTH2. De plus, des sites de phosphorylation 
potentiels pour GRK2, GRK5 et GRK6 ainsi que pour PKC ont été découverts. Un domaine de 
liaison pour l’arrestine-3 a aussi été démontré dans la portion C-terminale du récepteur. Ces 
nouveaux travaux renforcent les résultats que nous avons obtenus et qui sont présentés dans 
cette thèse (GALLANT et al. 2007).  
Il est facilement concevable de penser que la régulation différentielle de la signalisation 
et du routage intracellulaire des récepteurs de la PGD2 pourrait dicter la réponse générale qu’un 
type cellulaire ou d’un tissu face à la présence de PGD2. Nous avons préalablement démontré 
que les OBs humains expriment les récepteurs DP et CRTH2, bien que les résultats de leurs 
activations individuelles génèrent des effets différents. Dans ces cellules, l’activation de DP 
favoriserait la résorption osseuse, alors que celle de CRTH2 pourrait potentiellement augmenter 
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la formation osseuse (GALLANT et al. 2005). De plus, nos travaux ont aussi montré que les OCs 
humains possèdent des récepteurs DP et CRTH2 fonctionnels et que leur activation a un effet 
catabolique sur la résorption osseuse (DURAND et al. 2008). Nos résultats sont soutenus par 
d’autres groupes de recherche qui ont démontré que la PGD2 stimule la minéralisation de la 
matrice osseuse (KOSHIHARA et al. 1991) et qu’un métabolite de la PGD2 stimule la synthèse de 
collagène par des OBs (TASAKI et al. 1991).  
En prenant tous ces résultats en considération, cela nous a menés à nous poser la 
question suivante : est-il possible que la PGD2 et ses récepteurs puissent être des joueurs 
importants pour le métabolisme osseux dans un contexte plus global? Nous avons émis 
l’hypothèse que des niveaux élevés de PGD2 seraient associés à une augmentation du 
remodelage osseux. Afin de répondre à cette question, nous avons effectué une étude 
prospective chez des patients ayant souffert d’une ou plusieurs fractures osseuses traumatiques.  
Le processus de réparation de fracture est complexe, requiert la participation de 
nombreux types de cellules, et est strictement régulé par des facteurs locaux et systémiques. 
Suite à une fracture, l’environnement immédiat de ce site change drastiquement : les premiers 
signaux cellulaires recrutent des leucocytes et génèrent de l’inflammation et la formation d’un 
hématome, principalement par la relâche de différentes cytokines et prostaglandines. Bien que 
la réponse inflammatoire ne dure que quelques jours, les effets des prostaglandines se 
manifestent plus longtemps car elles restent activement produites par les cellules osseuses et 
par d’autres types cellulaires dans la proximité du site de fracture (DEKEL et al. 1981, GALLANT et 
al. 2005, HACKETT et al. 2006).  
Le rôle des prostaglandines dans la réparation de fractures osseuses ne fait pas de doute 
(O'CONNOR et al. 2014). Les anti-inflammatoire non-stéroïdiens, qui bloquent la production des 
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PGs, peuvent aussi avoir des effets néfastes sur la réparation des fractures, quoique ce domaine 
est controversé (POUNTOS et al. 2012, SU et O'CONNOR 2013). La cyclooxygenase-2, COX-2, a 
été démontrée pour être essentielle dans la réparation des fractures (SIMON et al. 2002, ZHANG 
et al. 2002). De plus, les récepteurs EP2 et EP4 sont importants pour la réparation de fractures 
chez la souris (PARALKAR et al. 2003, LI et al. 2005). Cependant, l’apport potentiel de la PGD2 
dans ce processus demeure inconnu.  
Dans cette section de mes travaux nous avons regardé si l’expression de la synthétase de 
la PGD2, la L-PGDS, et le métabolite urinaire de la PGD2, 11β-PGF2α, étaient modulés durant la 
réparation de fractures et/ou corrélaient avec des marqueurs du métabolisme osseux. Étant 
donné la courte demi-vie des prostaglandines, nous avons décidé de mesurer le métabolite 
stable 11β-PGF2α. Ce dernier a été utilisé comme marqueur physiologique de production de PGD2 
dans les réponses allergiques et asthmatiques (NAGAKURA et al. 1998, BOCHENEK et al. 2003, 
BOCHENEK et al. 2004). Nos résultats démontrent que les niveaux urinaires, et donc systémiques 
de 11β-PGF2α sont élevés chez les patients en phase active de remodelage osseux post-fracture. 
Cela suggère pour la première fois la participation probable de la PGD2 dans le métabolisme 
osseux chez l’homme.  
Nous avons aussi mesuré les niveaux sériques de L-PGDS. Des changements au niveau 
sérique de cette enzyme ont été démontrés pour être un marqueur de différentes pathologies 
tels que certaines maladies du cœur (INOUE et al. 2008), de l’hypertension (HIRAWA et al. 2002) 
de l’apnée du sommeil (QU et al. 2006) et du diabète (HIRAWA et al. 2001, YOSHIKAWA et al. 
2007). Notre étude montre que lors d’une période de remodelage osseux, les niveaux sériques 
de L-PGDS sont aussi significativement plus élevés que chez des contrôles sains sans remodelage 
osseux pathologique.  
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Étant donné que la prostaglandine D2 est un médiateur important dans la réponse 
inflammatoire, nous avons validé que l’augmentation que nous avons quantifiée n’était pas due 
à la réponse inflammatoire de la fracture. Bien que nos échantillons aient été prélevés de 5 à 6 
semaines après les fractures, une période durant laquelle l’inflammation est minimale (PROBST 
et SPIEGEL 1997) et où le remodelage osseux est actif (FROST 1989), nous avons aussi quantifié 
les niveaux d’un métabolite urinaire stable de la PGE2, le PGEM. Nous n’avons détecté aucun 
changement dans les niveaux de PGEM chez les patients avec fracture comparativement à nos 
contrôles. Cela suggère que les niveaux élevés de 11β-PGF2α ne sont pas causés par une réponse 
inflammatoire, car le PGE2, et conséquemment le PGEM seraient plus élevés lors d’une telle 
réponse. Même si nous avons préalablement démontré que les OBs produisent de la PGD2 
(GALLANT et al. 2005) et que nos résultats pointent dans cette direction, il nous est impossible 
d’identifier avec précision la source cellulaire de l’augmentation des niveaux de PGD2 dans nos 
patients.  
Le remodelage osseux est principalement mesuré par des niveaux de biomarqueurs 
spécifiques. Parmi ceux-ci, la phosphatase alcaline osseuse (ALP) est un indicateur de formation 
osseuse, tandis que les C-télopeptides du collagène type 1 (CTX) sont des marqueurs utilisés 
pour mesurer la résorption osseuse. Ces deux marqueurs ont été mesurés chez les patients et 
contrôles sains afin de déterminer leur état physiologique de remodelage osseux. Les 
concentrations sériques de ces deux marqueurs étaient plus élevées chez les patients avec 
fracture comparativement aux contrôles sains, démontrant ainsi une augmentation du niveau de 
remodelage osseux chez ces premiers. Finalement, afin de tester notre hypothèse que des 
niveaux élevés de PGD2 seraient associés à une augmentation du remodelage osseux, nous avons 
étudié la corrélation possible entre les métabolites des prostaglandines et les marqueurs osseux. 
Nos analyses démontrent que la 11β-PGF2α corrèle de façon positive et significative avec les 
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niveaux de phosphatase alcaline osseuse, un marqueur de formation osseuse. Nous n’avons 
cependant pas observé de corrélation entre la 11β-PGF2α et le CTX. Pour sa part, les niveaux 
urinaires de PGEM n’ont pas démontré de relation avec les deux marqueurs de remodelage 
osseux mesurés. Ceci démontre la spécificité de la production de prostaglandine D2 lors de la 
réparation de fracture osseuse.  
Il est aussi intéressant de noter que la L-PGDS et le récepteur DP sont présent dans le 
cartilage et les chondrocytes humains (ZAYED et al. 2008b) ou ils ont des propriétés anti-
inflammatoires (ZAYED et al. 2008a). Comme la réparation des fractures osseuses passe par 
l’entremise d’un cal cartilagineux, il est possible que la PGD2 agissent aussi sur ces chondrocytes 
pour faciliter la réparation osseuse.  
Nous avons également récemment publié que la production de PGD2 par la L-PGDS peut 
être modulée par certaines interactions protéine-protéine (MATHURIN et al. 2011). En effet, la 
liaison de l’arrestine-3, une protéine d’échafaudage et de signalisation des RCPGs, à la L-PGDS 
permet d’augmenter la production de prostaglandine D2, et ce dans des cellules osseuses. Cette 
nouvelle interaction pourrait permettre le développement de nouvelles approches pour stimuler 
la réponse anabolique osseuse lorsque nécessaire.  
Afin d’avoir une idée plus globale du rôle des récepteurs de la prostaglandine D2 dans le 
métabolisme osseux, nous avons décidé d’investiguer les effets potentiels de l’activation de ces 
récepteurs lors de la différenciation des cellules souches mésenchymateuses, précurseurs des 
OBs et adipocytes, et des cellules mononucléaire CD14+, les précurseurs ostéoclastiques. Nous 
avons déjà publié la présence et les effets de l’activation des récepteurs de la PGD2 sur les OBs 
(GALLANT et al. 2005) et OCs humains (DURAND et al. 2008). Cependant, ces travaux ne 
présentaient pas d’explication moléculaire pour les effets observés. C’est avec cela en tête que 
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nous avons décidé de faire des essais de différenciation de CSMs en adipocytes et OBs et aussi 
d’utiliser le PCR en temps réel afin d’obtenir quelques réponses à ces questions.   
Il est bien connu que le métabolite de la PGD2, le 15d-PGJ2, est un puissant inducteur de 
la différenciation adipocytaire par sa capacité à lier et activer le récepteur PPAR-γ, un des 
principaux sinon le principal médiateur des signaux pro-adipogéniques (KLIEWER et al. 1995, 
NOSJEAN et BOUTIN 2002, LEHRKE et LAZAR 2005, ANGHEL et WAHLI 2007). Il a été aussi 
démontré que la surexpression de la PGD2 synthétase de type lipocaline (L-PGDS) cause un 
changement dans le profil sécrétoire de prostaglandines par les pré-adipocytes et augmente leur 
différenciation en adipocytes matures (CHOWDHURY et al. 2011, HOSSAIN et al. 2012). 
Cependant, l’effet de l’activation spécifique des récepteurs de la PGD2 sur l’adipogenèse reste 
inconnu. Nos expériences démontrent que la 15d-PGJ2 induit aussi la différenciation des CSMs 
humaines en adipocytes, mais aussi que la PGD2 possède un effet similaire, mais seulement lors 
des premiers deux-tiers de la différenciation. Ce résultat est sans doute dû à la conversion 
endogène de la PGD2 en 15d-PGJ2 en milieu aqueux. Cette hypothèse est aussi supportée par 
l’abolition de la différenciation adipocytaire induite par la PGD2 lors d’une co-stimulation avec un 
antagoniste de PPAR-γ, la principale cible de 15d-PGJ2. Nous avons aussi découvert que la 
stimulation du récepteur DP cause une diminution de la différenciation adipocytaire. Ceci est 
intéressant puisque DP active une protéine Gαs, mais il a été démontré dans la littérature que 
l’inactivation partielle de GNAS (le gène de la protéine Gαs) induit une diminution de la 
différenciation des cellules stromales de tissus adipeux en adipocytes (PIGNOLO et al. 2011, LIU 
et al. 2012). Cette discordance pourrait être due à la différence du type de cellules utilisées dans 
ces expériences. Nos résultats de PCR en temps réel démontrent que la 15d-PGJ2 et la PGD2 
induisent l’augmentation de marqueurs adipocytaires spécifiques, et que les augmentations 
induites par la PGD2 sont annulées encore une fois par un antagoniste de PPAR-γ. Ces résultats 
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sont aussi en accord avec la littérature démontrant que la 15d-PGJ2 participe positivement à la 
différenciation adipocytaire (KLIEWER et al. 1995, TONTONOZ et al. 1995, NOSJEAN et BOUTIN 
2002, ANGHEL et WAHLI 2007).  
Nous avons voulu étudier comment les récepteurs de la PGD2 pouvaient réguler la 
différenciation ostéogénique des CSMs humaines. L’activation de CRTH2 augmente la 
différenciation ostéogénique lorsque stimulé par la DK-PGD2. Étant donné que la 15d-PJG2 est 
aussi un agoniste de CRTH2 (SAWYER et al. 2002, HATA et al. 2003, SCHULIGOI et al. 2007), il 
nous est possible d’émettre l’hypothèse que l’augmentation de la différenciation ostéoblastique 
par cette prostaglandine passe par l’activation de CRTH2. Il a été préalablement démontré que la 
PGD2 et la 15d-PGJ2 augmentent la minéralisation de la matrice extracellulaire des ostéoblastes 
humains (KOSHIHARA et KAWAMURA 1989, TASAKI et al. 1991). Cependant, puisque les 
récepteurs de la PGD2 n’étaient pas encore découverts à cette époque, aucune explication de 
signalisation directe ne pouvait être offerte à ce temps. Il nous est possible maintenant de 
suggérer que ces effets sont dus à l’activation du récepteur CRTH2, car nous avons obtenu les 
mêmes effets et savons maintenant que ces deux composés lipidiques activent le récepteur 
CRTH2. De plus, Koshihara et al., (KOSHIHARA et KAWAMURA 1989) ont suggéré que l’AMPc 
n’était pas impliqué dans l’augmentation de la calcification par la PGD2 et la 15d-PGJ2 qu’ils ont 
obtenue. Ceci renforce notre hypothèse que cet effet passe par CRTH2, car ce récepteur inhibe la 
formation d’AMPc.  
L’activation du récepteur DP lors de la différenciation ostéoblastique inhibe cette 
dernière. Ce résultat suggère que l’activation de l’adénylate cyclase diminuerait la formation et 
l’activité des ostéoblastes. Tel que décrit précédemment, l’inhibition partielle de la protéine Gαs, 
qui active l’adénylate cyclase, augmente la différenciation ostéogénique au détriment de la 
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différenciation adipocytaire (PIGNOLO et al. 2011, LIU et al. 2012). Nos résultats corroborent ces 
études.  
Il est à noter que la 15d-PGJ2 et la PGD2 ont aussi induit une différenciation des CSMs en 
adipocytes, même lorsque le milieu de culture des cellules ne contient que des signaux 
ostéoblastiques. Ceci démontre la puissance de la voie de signalisation PPAR-γ pour induire la 
formation d’adipocytes.   
Nous avons également étudié les changements de niveaux d’expression de certains 
gènes reconnus comme marqueurs ostéoblastiques. Nos résultats démontrent que l’activation 
de CRTH2 induit aussi une hausse dans l’expression de l’ostéocalcine, du collagène de type 1α1 
et de la phosphatase alcaline osseuse. Ces hausses sont en accord avec une hausse de 
minéralisation de la matrice que nous avons observé (par la coloration au rouge d’alizarine) ainsi 
qu’avec la littérature (KOSHIHARA et KAWAMURA 1989, KOSHIHARA et al. 1991, TASAKI et al. 
1991).  
Afin de démontrer les effets des récepteurs de la PGD2 sur les évènements moléculaires 
menant à la différenciation des ostéoclastes, nous avons utilisé une approche expérimentale un 
peu différente de celle que nous avions préalablement utilisée dans notre laboratoire (DURAND 
et al. 2008). Au lieu d’utiliser des cultures mixtes de monocytes, nous avons séparé les 
précurseurs ostéoclastiques CD14+ à l’aide de billes magnétiques. En procédant ainsi, soit avec 
une population cellulaire de départ plus homogène (enrichie en CD14+), les résultats obtenus 
seront plus spécifiques aux précurseurs ostéoclastiques, et moins dû aux autres cellules 
contenues dans les cultures de monocytes.  
Parmi nos observations, la PGD2 induit une baisse de l’expression du facteur de 
transcription NFATC1 et du récepteur RANK, en amont de ce dernier dans la cascade de 
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signalisation. Cependant, nos résultats ne nous permettent pas de définir précisément quel 
récepteur est impliqué dans cette baisse, car lorsque stimulés indépendamment, tous les deux 
récepteurs DP et CRTH2 modulent l’expression de NFATC1 et RANK, mais à des temps et 
intensités différentes. Nous avons préalablement démontré que la PGD2 réduit de façon 
substantielle la différenciation des OCs et la résorption de ces derniers (DURAND et al. 2008), et 
ce par l’entremise de DP et de CRTH2. Nous révélons ici que la PGD2 réduit dramatiquement 
l’expression de la cathepsine K, probablement encore par l’entremise des deux récepteurs, ce 
qui laisse croire que de nombreuses voies de signalisation sont impliquées et importantes pour la 
régulation de la cathepsine K par la PGD2. La PGD2 a aussi été récemment démontrée par notre 
laboratoire comme étant capable d’induire l’apoptose des OCs humains par l’entremise de 






En terminant, les travaux présentés dans cette thèse nous ont permis de confirmer notre 
hypothèse de recherche initiale que la PGD2 joue un rôle important dans le métabolisme osseux 
chez l’homme.  
Premièrement, nous avons caractérisé plus en détail la signalisation des récepteurs de la 
PGD2. J’ai pu démontrer que la signalisation et le routage intracellulaire des deux récepteurs de 
PGD2, DP et CRTH2 sont régulés de façon différente et indépendante. Bien que leur cinétique 
d’internalisation soit semblable, leur régulation par phosphorylation est différente. En effet, 
CRTH2 est sensible à la phosphorylation par les GRK2, -5 et 6, alors que DP n’est affecté que par 
GRK2 : la co-expression de ces kinases module l’internalisation et la signalisation des récepteurs. 
CRTH2 est aussi régulé par la PKA, qui lui confère une phosphorylation basale, et son 
internalisation est aussi diminuée par l’inhibition de la PKA. Le routage intracellulaire des 
récepteurs est aussi régulé de façon différente : CRTH2 interagit avec l’arrestine-2 et Rab11, 
alors que DP est affecté par le co-transfection des arrestine-2 et -3 et par Rab4.  
Deuxièmement, nous avons étudié les effets de la PGD2 dans le remodelage osseux 
humain. Pour ce faire, nous nous sommes tournés vers l’analyse de biomarqueurs lors de la 
réparation de fractures osseuses. Mes travaux démontrent que la PGD2 joue possiblement un 
rôle important dans ce processus métabolique. En effet, les niveaux sériques d’un métabolite 
stable de la PGD2, le 11β‐PGF2α, et d’une enzyme de synthèse de la PGD2, la L-PGDS, sont tous 
deux augmentés lors de la réparation de fracture. J’ai également regardé les niveaux de PGE2 et 
de son enzyme de synthèse, et aucune différence relative aux contrôles sains n’a été observée, 
démontrant la spécificité de la réponse de la PGD2. Les niveaux du métabolite de la PGD2 
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corrèlent aussi avec un marqueur de formation osseuse, la phosphatase alcaline osseuse, 
confirmant l’implication de la PGD2 dans le métabolisme osseux humain. 
Troisièmement, nous avons voulu étudier comment l’activation des récepteurs de la 
PGD2 pouvait moduler la différenciation des précurseurs ostéblastiques et ostéoclastiques, soit 
les cellules souches mésenchymateuses et les monocytes issues du sang périphérique. Mes 
travaux démontrent premièrement que la PGD2, par l’entremise de son métabolite PGJ2, stimule 
la différentiation des CSMs en adipocytes, et cela a été confirmé par l’augmentation de 
l’expression de gènes associés aux adipocytes. L’activation du récepteur CRTH2 par la DK-PGD2 
ou la PGJ2 lors de la différentiation des CSMs en conditions ostéogéniques augmente la 
différentiation terminale en OBs, alors que la stimulation du récepteur DP diminue la 
différentiation ostéoblastique. Des analyses d’expression géniques ont confirmé l’effet de 
l’activation de CRTH2 lors de la différentiation des CSMs. L’activation des récepteurs de la PGD2 
lors de la différentiation des cellules CD14+ en ostéoclastes démontre que les effets d’une 
prostaglandine peuvent être difficiles à expliquer, même si l’on active ses récepteurs 
indépendamment. La PGD2 a diminuée l’expression de gènes essentiels à la différentiation et à la 
résorption ostéoclastique, mais ces résultats n’ont pas été dupliqués par l’activation spécifique 





Les travaux que j’ai effectués durant mon passage dans les laboratoires de Dr de Brum-
Fernandes et de Pr Parent nous ont aidés à comprendre plusieurs aspects de l’impact de la 
prostaglandine D2 sur la biologie osseuse ainsi que de mieux comprendre la signalisation de ces 
récepteurs. Cependant, il reste de nombreuses questions ouvertes qui peuvent mener à de 
futurs travaux complémentaires à ceux que j’ai réalisés. Par exemple, il serait intéressant 
d’utiliser des souris nulles pour les récepteurs DP ou CRTH2 et les soumettre à différents 
protocoles (tels que stimulation de croissance osseuse par la PTH, ou induire une résorption 
osseuse accélérée par suspension des souris par leur queue) afin de déterminer les rôles de ces 
récepteurs dans différents environnements physiologiques anaboliques ou cataboliques. Je peux 
aussi imaginer beaucoup de travaux regardant plus en détail les effets des récepteurs de la PGD2 
sur la différenciation des CSMs, au-delà de l’expression génique et de la caractérisation de la 
différenciation présentés dans cette thèse. Par exemple, quelles sont les voies de signalisation 
responsables des effets de la PGD2 sur la différenciation des CSMs, et comment la PGD2 affecte-t-
elle la différenciation des CSMs en chondrocytes? Aussi, d’autres expériences pourraient être 
réalisées afin de mieux comprendre les effets de la PGD2 sur la différentiation ostéoclastique. Par 
exemple, l’utilisation de produits de dégradation de la PGD2 tels que la PGJ2 lors des stimulations 
serai intéressante.  
Il serait également intéressant de poursuivre les recherches sur la signalisation 
différentielle des deux récepteurs de la PGD2. Étant donné que les récepteurs DP et CRTH2 sont 
souvent tous deux présents sur le même type de cellule, il serait intéressant de développer des 
composés chimiques qui pourraient agir en tant qu’agoniste pour un des récepteurs et 
antagoniste pour l’autre. Aussi, il serait intéressant et possiblement important d’étudier si les 
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récepteurs DP et CRTH2 peuvent activer d’autres voies de signalisation intracellulaire, tels que 
les MAP kinases, et quelles sous-unités beta/gamma des protéines G sont associés à la 
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